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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

NIH- National Institutes of Health
HMP- Human microbiome project
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TH- T helper cell

RNA- Ribonukleinska kiselina

rRNA- Ribosomalna ribonukleinska kiselina
BMI- Body mass indeks

KLMK- Kratkolan¢ane masne kiseline
IL- Interleukin
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1. UvOD

Jos§ od davno je poznato je da su mikroorganizmi uzroé¢nici infektivnih bolesti, stoga je uvijek
postojao obrambeni stav prema mikroorganizmima i stalno se pokusavalo pronaci nacine
kojima ih se moze unistiti. Tako je izum antibiotika jedno od najvecéih otkri¢a u povijesti
medicine. Medutim, jo§ 1907. godine, nobelovac Elie Metchnikoff opisuje potencijalne koristi
od konzumacije velikih koli¢ina mikroba u produZenju zivota i poboljSanju zdravlja. Nazalost,
ovakav pogled na mikroorganizme u to doba je bio podreden misljenju da se mikroorganizmi
trebaju shvatiti kao infektivni agensi, te se znanost usmijerila na otkrivanje antimikrobnih

lijekova i cijepiva.t

Termin probiotik prvi put su upotrijebili Lilly i Stillwell, koji su predlozili da su probiotici
mikrobi koji Iuce tvari koje poti¢u druge mikroorganizme na rast. Parker je prvi upotrijebio
ovaj izraz kako bi opisao mikrobe koji imaju povoljan u¢inak na zivotinju domacina. Danasnja
definicija probiotika je nastala 2001. godine od strane Organizacije za hranu i agrikulturu i
Svjetske zdravstvene organizacije, a prema ovoj definiciji probiotici su ,,zivi mikroorganizmi

koji primijenjeni u adekvatnoj koli¢ini imaju povoljne u¢inke na zdravlje domaéina.*!

Mikrobiota predstavlja slozeni ekosustav mikroorganizama, ¢iji broj stanica premasuje broj
covjekovih stanica u tijelu za deset puta. S druge strane mikrobiom je termin koji oznacava
sveukupni genom mikroorganizma, a sa svojih 3.3 milijuna gena, za vise od sto puta je veci od
ljudskog genoma i stoga se Gesto naziva ,,zaboravljeni organ“ ili ,,superorgan“? Sastav
mikrobiote jedinstven je za svaku osobu, a njegovo formiranje zapocinje ve¢ u intrauterinom

razdoblju.®

Prekretnicu razumijevanja utjecaja komenzalnih bakterija na bolesti predstavlja ,,Human
microbiome project“(HMP) koji je 2005. godine pokrenut od Nacionalnog instituta za

zdravlje(NIH), a cilj mu je prikupiti uzorke mikrobiote iz §to vise ljudi, kako bi se otkrilo §to



vise o normalnom sastavu mikrobiote. Ovaj projekt omogucio je da donekle prou¢imo sastav
normalne mikrobiote, te promjene u sastavu koje odstupaju od normalne mikrobiote, §to

nazivamo dishioza, a koje mogu pridonijeti nastanku razli¢itih bolesti.*
2. SVRHA RADA

Napretkom tehnologije istrazivanja mikrobioma otkriva se kako mikrobiom ima ulogu u sve
veéem broju bolesti. Vaznost poznavanja uloge mikrobiote u razvoju bolesti jest mogucnost

prevencije bolesti djelovanjem na mikrobiotu prije pojave simptoma.

Svrha ovog rada je prikazati dosadasnja saznanja o mikrobioti, te ¢e prvi dio biti usmjeren na
funkciju i sastav mikrobiote osobito funkciju u razvoju imunosnog sustava, tehnike kojima
karakteriziramo mikrobiotu, vanjske utjecaje na promijene u kompoziciji, te probiotike i
transplantaciju mikrobiote kao mogucénosti djelovanja ha mikrobiom. Dok ¢e drugi dio prikazati
neke od bolesti na koje mikrobiom utjeCe, sa naglaskom na Secernu bolest tipa 1, pretilost,

razvoj mozga i spektar autisticnih poremecaja, te moguénosti prevencije tih bolesti.



3. MIKROBIOTA

3.1 Funkcija i sastav mikrobiote

Covjek Zivi u zajednici sa velikim brojem razli¢itih mikroorganizama koji ¢ine dio njegovog
organizma. Mikrobiom ima utjecaj na razlicite fizioloSke funkcije ljudskog organizma. Neke
od tih funkcija su iskoristivost prehrambenih tvari, pojacanje funkcije crijevne barijere i
stimulacija razvoja imunog sustava. Pojacanje funkcije crijevne barijere smatra se vaznim
zastitnim u¢inkom mikrobiote, a postize se stimulacijom razvoja mikrovila i spojeva izmedu
crijevnih epitelnih stanica. Bakterije takoder mogu stimulirati epitelne stanice na pojac¢ano
lu¢enje mucina, molekule koja formira glikokaliks kao fizikalnu i antibakterijalnu barijeru. Uz
to crijevne bakterije imaju sposobnost zaStiti na$ organizam od infekcija patogenim
bakterijama. Postoji viSe razli¢itih nacina na koji one to postiZzu, a najce$ée se zaStita od
patogenih bakterija odvija pomoc¢u kompeticije za hranidbene tvari, kompeticije za adherentna
mjesta na crijevnoj stjenki 1 pomocu bakterijske bjelancevine bakteriocina, koji moze

selektivno ili neselektivno sprje¢avati rast drugih bakterija.>®

Smatra se da u ljudskom tijelu mozemo na¢i vige od 10'* mikroba odnosno vise od 100 trilijuna
stanica mikroorganizama, $to je 10 puta vise od ukupnog broja stanica ¢ovjekova organizma’
Ljudski mikrobiom, ako gledamo od najbrojnijih do najmanje prisutnih organizama se sastoji
od bakterija, virusa, gljiva, arhea i protozoa.! Osim same koli¢ine mikroba, vazno je napomenuti
i da sveukupni genom mikroorganizama, koji nazivamo mikrobiom sadrzi najmanje 100 puta
vise gena nego ljudski genom, a 99% mikrobioma ¢&ine bakterijske DNA sekvence.l?

Mikroorganizme kod covjeka moZzemo naéi na kozi, u respiratornom traktu i u

gastrointestinalnom traktu.>3’

Ljudska crijeva su naseljena sloZzenom i dinami¢nom populacijom od oko 1000 razli¢itih vrsta

bakterija, dok jedna osoba udomljuje oko 160 vrsta. Od oko 50 poznatih bakterijskih koljena



povezanih sa ljudima, njih 10ak se nalazi naseljenih u jednoj osobi.® Bakterijska koljena koja
dominiraju u ljudi neovisno o mjestu na tijelu jesu Bacteriodetes, Firmicutes, Actinobacteria i
Protebacteria. Unato¢ tomu $to ova koljena dominiraju u cijelom tijelu, na razli¢itim mjestima
u tijelu nalazimo ih u razli¢itim udjelima. Tako postoji velika razlika izmedu sastava koljena
bakterija u gastrointestinalnom traktu u odnosu na kozu, ¢ak i sama koza pokazuje
predominaciju razlicitih koljena ovisno o mjestu na tijelu i koli¢ini vlaznosti. Tako koljeno
Bacteriodetes predstavlja manjinu na vecini razli¢itih mjesta na kozi, dok Firmicutes
predstavlja ve¢inu samo u vagini, dok su ova dva koljena glavna sastavnica mikrobiote u
crijevima.®’ U crijevima sedam koljena ¢ini glavninu mikrobiote, a to su Firmicutes,
Baceroidetes, Protebacteria, Fusobacteria, Veruccomicrobia, Cyanobacteria i Actinobacteria,

od ¢ega vise od 90% ¢ine Firmicutes i Bacteroidetes.?

Usporedujuci sastav mikrobiote novorodenceta i mladeg djeteta i u odrasle osobe mogu se
primijetiti znacajne razlike, $to ukazuje na to da se mikrobiom ¢ovjeka kroz vrijeme razvija.
Pravilan razvoj sastava mikrobiote bitan je, jer omogucuje normalan razvoj imunoloskog
sustava. Najvece promjene u sastavu dogadaju se u prvim godinama zivota i smatra se da se do
tre¢e godine postigne sastav koji je priblizno sli¢an onome koji moZemo naci u odrasle osobe,
dok se u periodu izmedu treée godine Zivota i odrasle dobi mogu zamijetiti samo manje

promjene.’

U prvim danima zivota gastrointestinalni trakt novorodenceta naseljavaju fakultativno
anaerobne 1 aerobne bakterije koje se nalaze u majcinoj vagini i na kozi oko vagine, a tu spadaju
Escherichia coli, Enterococccus spp, a-hemoliti¢ki streptokoki i Staphylococcus spp. Nakon
nekoliko tjedana, radi potrosnje kisika stvaraju se anaerobni uvjeti, §to u kombinaciji sa
oligosaharidima iz maj¢inog mlijeka pogoduje prebacivanju sadrzaja na pretezno anaerobne

bakterije kao $to su Bacteroides, bifidobakterije, i klostridije.” U prvih 6 mjeseci mikrobiotom



dominira jedan ili nekoliko rodova, no prelaskom na solidnu hranu razli¢itost mikrobiote

ubrzano raste i nastavlja kontinuirano rasti do oko treée godine Zivota kada usporava.®
3.2 Razvoj imunosti i mikrobiota

U razvoju imunosti i tolerancije kontakt sa koloniziraju¢im mikrobima ima vaznu ulogu. Kako
bi se pripremio na izlozenost velikoj koli¢ini bakterija pri rodenju, fetus u zadnjem trimestru
trudnoce guta velik broj trofickih faktora koji mu pomazu u sazrijevanju imunog odgovora.
Stoga je pri rodenju novorodence sposobno za obranu od okoli$nih utjecaja. Ipak, za razvoj

eferentne komponente imunoloskog sustava potrebna je adekvatna kolonizacija bakterijama.®

Eksperimentalna istraZivanja su dokazala da klju¢nu ulogu u razvoju tolerancije u kontaktu sa
mikrobima imaju Toll-like recceptori 4 (TLR4), koji su dio prirodene imunosti. Prolazna
aktivacija i posljedi¢no sazrijevanje imunolo§kog sustava u miSeva bez crijevne flore(germ-
free) mogu biti potaknuti samo jednim bakterijskim sojem, kao $to je B.fragilis. Kontinuirana
stimulacija ovom bakterijom u pocetku dovodi do pojacane aktivacije TLR4 i aktivacije
proinflamatornih puteva, ali nakon nekog vremena dolazi do hiporeaktivnosti TLR4, sto dovodi
do tolerancije na antigene unesene hranom. U prilog navedenom idu studije u kojima je
primijeceno da se kod zivotinja sa deficijentnom funkcijom TLR4 moze pojaviti senzitizacija

na alergene hrane.®

Intestinalni komenzali takoder mogu sudjelovati i u sazrijevanju steCene imunosti, §to se o€ituje
prelaskom sa pretezno TH2 imunog odgovora na ujednaceni TH2, TH1 odgovor. Novorodencad
su rodena sa imunoloskim sustavom u kojem prevladava TH2 imuni odgovor iz razloga §to se
kao fetusi trebaju zastititi od intrauterinog odbacivanja. Kako bi doslo do balansa izmedu TH1
i TH2 stanica steCenog imunosnog sustava potrebna je adekvatna kolonizacija bakterijama. U
stvaranju balansiranog imunoloskog odgovora sudjeluju dendriticke stanice koje protezu svoje

nastavke u lumen crijeva izmedu epitelnih stanica. Receptori za prepoznavanje obrazaca,



aktivirani kontaktom sa bakterijskim antigenima nadalje stimuliraju dendriticke stanice na
lucenje citokina, pri ¢emu nastaje mikrookoli§ koji omogu¢ava naivnim THO stanicama da
stvore balansirane podklase TH stanica. Ove teorije su poduprte istrazivanjima koja su pokazala

perzistentan TH2 odgovor u miseva bez crijevne flore.’
3.3 Karakteriziranje mikrobiote

Nekad su zlatni standard za identifikaciju mikrobiote bile tehnike kultivacije bakterija.
Medutim od 1990-ih godina tehnike koje su neovisne o kultivaciji znatno su unaprijedile nasa
znanja o sastavu mikrobiote. Ove se tehnike baziraju na prepoznavanju razlika u sekvencama
male podjedinice ribosomalne RNA (16S rRNA) bakterija. Veéina tehnika se bazira na
ekstrakciji bakterijske DNA i amplifikaciji 16S rRNA slijeda baza koji je specifican za svaku
vrstu bakterije, $sto nam omoguéava njihovu identifikaciju. Njihova primjena je najveéa u
karakterizaciji crijevne mikrobiote, a njima mozemo demonstrirati raznolikost
mikroorganizama u crijevima, kvalitativne i kvantitativne informacije o vrstama bakterija i

promjene u crijevnoj mikrobioti koje su povezane sa odredenim bolestima.

Metagenomika predstavlja novi na¢in proucavanja mikrobiote, a definirana je kao proucavanje
kolektivnog genoma bakterija. Prouavanjem genoma bakterija moZemo predvidati funkcije
mikrobiote. Iz tog se razloga vjeruje da ¢e metagenomika znatno proSiriti nasa znanja o
povezanosti izmedu mikrobiote 1 bolesti 1 $to je najvaznije pomo¢i u otkrivanju uzro¢nih

mehanizama.?
3.4 Vanjski utjecaji na mikrobiotu

Mikrobiom se razlikuje od osobe do osobe. Sekvenciranje humanog mikrobioma pokazalo je
da razlike u sastavu mikrobiote postoje ¢ak i u jednojaj¢anih blizanaca, no u njih ipak postoji
veca sli¢nost nego u osoba koje nisu u rodu. Postoje teorije da se mikrobiota nasljeduje, no vise

dokaza ide u prilog da razlog razlika u sastavu lezi u vanjskim ¢imbenicima koji utjeCu na



promjene kompozicije bakterija. Glavni faktori koji utjeCu na mikrobiom jesu prenatalni
utjecaji, nacin poroda, prehrana dojenceta, gestacijska dob i duljina hospitalizacije, prehrana

nakon dojenackog doba, antibiotici i stres. 101!

3.4.1 Prenatalni utjecaji

Do nedavno se mislilo da kolonizacija djeteta zapoCinje tek rupturom amnijske vreée, u
posljednje vrijeme brojne su studije donijele dokaze koji se tome protive. Prisutnost bakterija
iz majc¢inih crijeva dokazana je u placenti, fetalnim membranama, amnijskoj tekucini, krvi
pupcane vrpce i mekoniju, §to upucuje na postojanje kontakta fetusa sa bakterijama majcine

mikrobiote.1®

lako jo$ nije poznato na koji nacin bakterije prelaze iz maj¢inih crijeva u placentu, amnijsku
teku¢inu i u fetus, jedan od nacina na koji se objaSnjava taj proces jest transfer pomocu
dendritickih stanica crijeva koje bakterije prvo prenesu kroz stjenku crijeva i dalje ih prenose
krvlju do placente. Iz placente bakterije mogu prije¢i u amnijsku tekuc¢inu gdje ih fetus moze

progutati.'%t2

Kao $§to je poznato u trudno¢i dolazi do promjena u mnogim sustavima poput
kardiovaskularnog, endokrinog, skeletomuskularnog i drugih, no novi dokazi ukazuju nato da
se 1 majcina mikrobiota tijekom trudnoce uvelike mijenja. Postoji znacajna razlika u mikrobioti
prvog i treceg trimestra. Mikrobiota u prvom trimestru sli¢na je onoj u Zena koje nisu trudne,
dok u tre¢em trimestru mikrobiotu mozemo razlikovati od one u prvom trimestru, iz razloga §to

dolazi do porasta protebakterija i aktinobakterija.t

Glavni ¢imbenici koji uzrokuju promjene u mikrobioti trudnice 1 time utjecu na adekvatan
prijenos mikrobiote majke na djetete jesu zdravlje majke i kompozicija tijela majke. Bolesti u

majke kao S$to su dijabaes tipa 2 i povijest alergijskih bolesti pokazali su utjecaj na sastav



mikrobiote mekonija. Ostali ¢imbenici koji su pokazali znacajan ucinak na sastav jesu majcin

BMI i porast teZine tijekom trudnoée.?

Istrazivanje na trudnicama koje su provodile vrijeme na farmama u blizini Zivotinja, $to
pridonosi ve¢em kontaktu sa mikrobima i kontrolne skupine Zena koje su vecinu svoje trudnoce
provele u gradskoj sredini pokazala je da djeca majki koje su u trudno¢i bile u kontaktu sa
Zivotinjama imaju manji rizik od razvoja ekcema.® Sli¢no tomu primjeceno je da primjena

probiotika tijekom trudnoée moZe smanjiti rizik od nastanka atopijskog dermatitisa.'

3.4.2 Nacin poroda

U zemljama zapada primijecen je trend porasta elektivnih carskih rezova, ¢iji udio danas iznosi
preko 15% ukupnih poroda, a istraZivanja su pokazala da djeca rodena carskim rezom imaju

vedi rizik od atopi¢kih bolesti, astme, celijakije i pretilosti uz mnoge druge bolesti.*?

Postoji velik broj dokaza koji upucuju na razliku izmedu mikrobiote u novorodencadi rodene
vaginalnim putem u odnosu na novorodencad rodenu carskim rezom. U mikrobioti
novorodenceta rodenog vaginalnim putem nalazimo bakterije koje mozemo detektirati u
maj¢inoj vaginalnoj i intestinalnoj mikrobioti, dok novorodencad rodena carskim rezom
pokazuje rodove bakterija koje moZzemo naci na maj¢inoj kozi, kao $to su npr. Staphylococcus
spp. Kod vaginalno porodene djeca mozemo pronaéi nekoliko dominantnih rodova kao §to su

Lactobacillus, Prevotella, Escherichia, Bacteroides, Bifidobacterium i Streptococcus.’

U obzir kod nacina poroda bi se trebalo uzeti 1 djelovanje endogenih stres signala induciranih
porodom, pa je tako objavljeno da kod Zena ¢ije je dijete rodeno elektivnim carskim rezom kod
kojeg jos$ nisu poceli trudovi postoji aberantna mikrobiota u mlijeku za razliku od Zena ¢ije je
dijete rodeno neelektivnim carskim rezom. Medutim nije dokazana razlika u obrascima

kolonizacije crijeva djeteta u ta dva oblika poroda.*?



3.4.3 Dojenacka prehrana

Nakon rodenja formiranje mikrobiote djeteta se nastavlja, a jedan od najvaznijih ¢imbenika koji
utjeCe na sastav je dojenacka prehrana. Osim prehrambenih sastojaka maj¢ino mlijeko sadrzi i
brojne druge komponente, koje utjeCu na mikrobiom, podupiru imunitet i promic¢u zdravlje
djeteta. Neki od tih sastojaka jesu regulatorni citokini, faktori rasta, oligosaharidi ljudskog

mlijeka i mikrobiota mlijeka. *2

Pozitivni zdravstveni ucinci majcinog mlijeka ocituyju se u smanjenom riziku od
nekrotizirajueg enterokolitisa 1 infekcija gastrointestinalnog 1 respiratornog sustava,
smanjenog rizika od atopijskih bolesti, celijakije, pretilosti, SeCerne bolesti i povoljnog ucinka

na kognitivni razvoj.°

Usporedbe mikrobiote u dojenceta hranjenog maj¢inim mlijekom i dojenceta hranjenog
formulama pokazale su da dojen¢ad hranjena majéinim mlijekom imaju veéi udio
bifidobakterija i laktobacila u odnosu na dojencad hranjenu formulama.® U skladu s navedenim,
kod dojencadi hranjene formulama dokazana je povecana kolonizacija bakterijama koje su
sli¢nije bakterijama crijevne flore odraslih osoba, kao §to su bakterije roda Clostridium, osobito
bakterijom Clostridium dificille, §to se moze povezati sa veCom incidencijom atopijskog

dermatitisa u djece hranjene formulama.”

Jedan od c¢imbenika iz maj¢inog mlijeka koji utjeCu na sastav crijevnih bakterija su
oligosaharidi ljudskog mlijeka. Oligosaharidi ljudskog mlijeka su ugljikohidratne molekule
koje djeluju kao prebiotici, konkretno oni u crijevima novorodenceta poti¢u na rast bakterije
roda Bifidobacterium, ¢ime selektivno mijenjanju sastav mikrobiote.” Jedan od nadina na koji
poticu rast bifidobakterija jest da prolaze kroz tanko crijevo nepromijenjeni dok ih u debelom
crijevu bakterije fermentiraju i stvaraju kiseli milje, koji je pogodan za razvoj bifidobakterija.

Tako je primijec¢eno da je sadrzaj crijeva dojencadi hranjene maj¢inim mlijekom kiseo(pH 5.0)



I sadrzi veéu koli¢inu KLMK, osobito mlije¢ne kiseline, dok je sadrzaj crijeva dojencadi
hranjene formulama vise alkali¢an(pH 7.1) i sadrzi manje KLMK-a. Nedavne studije su
usporedbom humanih oligosaharida i komercijalnih oligosaharida dosle do zakljucka da
humani oligosaharidi osim §to poti¢u proliferaciju povoljnih bakterija, poti¢u i ekspresiju gena,

kao primjer se navodi gen za glikan, molekulu koja ima protuupalno djelovanje.®

Poznato je da se u majé¢inom mlijeku nalaze bakterije koje mozemo naéi i u crijevima. Sto
mozemo uzeti u obzir kao drugi ¢imbenik iz maj¢inog mlijeka koji djeluje na sastav bakterija
djeteta. U pocetku se mislilo da se u maj¢inom mlijeku mogu naci samo bakterije koje se nalaze
na kozi bradavica, no sekvenciranje je pokazalo da se osim tih bakterija u majéinom mlijeku
nalaze 1 bakterije crijeva. Smatra se da one u mlijeko dospijevaju radi povec¢ane propusnosti
crijeva uzrokovane promjenama u razini hormona pred kraj trudnoée i u pocetku dojenja.
Bakterije koje na taj na¢in dospiju u krvotok, se dalje prenose preko limfocita do tkiva dojke.®
Mikrobiota mlijeka se mijenja u prvih $est mjeseci dojenja.'? Kao $to je gore navedeno na sastav
mikrobiote majéinog mlijeka utje¢e na¢in poroda, kao i zdravlje majke tijekom trudnoce.®

Unato¢ promijenama, najce$ée prisutne bakterije u majéinom mlijeku su stafilokoki,

streptokoki, bifidobakterije i bakterije mlije¢ne kiseline.®

3.4.4 Prehrana nakon dojenacke dobi

S porastom dobi promjene sastava mikrobiote sve su manje naglasene, te je teze utjecati na njih.
Tako je utjecaj prehrane u osoba odrasle dobi na mikrobiotu manji nego kod djece. Ipak,
dugotrajnim djelovanjem prehrane moguce je posti¢i promjene. Suprotno tomu prehrana u

djece moZe imati veliki utjecaj na sastav mikrobiote.

Razliita istrazivanja su pokazala razliku izmedu kompozicije crijevne mikrobiote u djece koja
se hrane pretezno ugljikohidratima u odnosu na djecu koja se hrane pretezno zasi¢enim

mastima i Zivotinjskim proteinima. Ako usporedujemo djecu u ruralnim dijelovima Afrike, ¢ija
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prehrana u velikoj koli¢ini sadrzava ugljikohidrate sa djecom koja se hrane zapadnjackom
prehranom, mozemo vidjeti da kod africke djece u mikrobioti prevladavaju bakterije roda
Prevotella u odnosu na europsku djecu kod koje prevladavaju bakterije roda Bacteroides.’
Smatra se da je oblikovanje mikrobiote ovisno o prehrani kako bi se postigla bolja iskoristivost
hrane pa npr. kod prehrane slozenim ugljikohidratima pojacano rastu bakterije koje imaju

sposobnost razgradnje slozenih $ecéera i vlakana.
3.4.5 Antibiotici

Ucinak antibiotika na patogene bakterije opce je poznat, no njihov u¢inak na komenzalne
bakterije ¢esto se zanemaruje. Antibiotici smanjuju raznovrsnost crijevne mikrobiote ovisno o
spektru djelovanja, dozi, nacinu primjene i trajanju terapije. Nakon prestanka djelovanja
antibiotika dolazi do oporavka bakterijske zajednice, medutim potpuni oporavak se rijetko
postigne. U¢inak antibiotika je posebno izrazen u djece mlade od jedne godine sa znacajnim
smanjenjem bifidobakterija i bakteroidesa. Takoder, dolazi i do smanjenja ukupne raznolikosti
bakterija, te porasta u broju potencijalno $tetnih bakterija kao $to su Klebsiella i Clostridium.>’
Uz sve navedeno primjena antibiotika u crijevima dovodi do selekcije rezistentnih sojeva

bakterija, §to moze potaknuti razvoj proljeva povezanog sa bakterijom C.dificille.’

Kasniji efekt antibiotika moze se ocitovati kao povecan rizik od razvoja debljine u djece koja
su primala antibiotike u ranoj dobi. Takoder, jedna studija provedena na 36 pacijenata sa
upalnom bolesti crijeva i na 360 zdravih kontrola u Kanadi pokazala je da je ve¢i postotak
bolesnika s upalnom bolesti crijeva u prvoj godini Zivota koristio antibiotike.'® Sli¢ni rezultati

su objavljeni u jednoj studiji u Finskoj.*?

U novije vrijeme se istrazuje i utjecaj primjene antibiotika za vrijeme trudnoc¢e na mikrobiotu
u djeteta, osobito u perinatalnom razdoblju. Perinatalna primjena antibiotika je Cesta kod

korioamnionitisa i kod profilakse infekcije streptokokom grupe b. Uporaba antibiotika u ovom
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periodu moze dovesti do promjene majc¢ine mikrobiote, Sto ima za posljedicu prijenos

neadekvatne mikrobiote na dijete.®

Ovi podatci upuéuju na oprez pri propisivanju antibiotika jer se ¢esto ne misli o njihovim
dugotrajnim posljedicama u koje ne spada samo rezistencija, ve¢ promjenom mikrobiote

neprimjerena primjena antibiotika moze povecati rizik od raznih bolesti.
3.4.6 Gestacijska dob

Postotak prijevremeno rodene djece iznosi oko 5-13%, stoga nedonos$¢ad predstavlja vazan
klinicki problem. Nedonos¢ad nisu dovoljno razvijena kako bi se nosila sa kolonizacijom
velikom koli¢inom bakterija s kojima dolaze u kontakt po rodenju. Postoji viSe ¢imbenika
kojima su nedonoscad izloZena, a koja utjeCu na mikrobiotu. Neki od tih ¢imbenika jesu
primjena antibiotika Sirokog spektra, izolacija, parenteralna prehrana, odgodeno dojenje 1 porod
carskim rezom. Sve ovo dovodi do odgodene kolonizacije nedonoS¢adi, odnosno potencijalne
kolonizacije sporama bolnickih bakterija kao $to je C. dificille, $to ima za posljedicu razvoj

bolesti kao §to su nekrotizirajuéi enterokolitis i druge.®’
3.4.7 Stres

Postoji nekoliko mogucih mehanizama kojima se pokuSava objasniti utjecaj psihi¢kog stresa na
kompoziciju mikrobiote. Jedna moguénost je djelovanje preko stresnih hormona, pa je tako
pronadeno da noradrenalin moze djelovati na genom bakterija i poticati rast odredenih sojeva
kao $to su npr. nepatogeni izolati E.Coli. Jedan od ostalih nacina je utjecaj stresa na povecanu
permeabilnost crijeva, ¢ime dolazi do ulaska bakterija u krvotok i aktivacije imunosnog sustava,
koji naknadno mijenja kompoziciju mikrobiote. Mogu¢i uzrok su i povecane koncentracije
citokina poput IL-6 ili CCL2 (MCP1).*'*Kao dokaz ovoj teoriji mozemo priloZiti istraZivanja
na Stakorima, koja su pokazala da stres u postanatalnom razdoblju moze prouzrokovati trajne

promjene, $to se ocituje u razli¢itom sastavu mikrobiote u odraslih Stakora koji su bili izloZeni
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maternalnoj separaciji u odnosu na one koji nisu. Promjene koje nastaju nakon izlozenosti

kroni¢nom stresu u miseva ukljuéuju relativni porast Bacteriodes spp i smanjenje Clostridium

spp. 14
3.5 Terapijske moguénosti

3.5.1 Probiotici i prebiotici

Djelovanje na mikrobiotu se namece kao oblik terapije kojim bi mogli prevenirati odnosno
lijeciti bolesti koje su uzrokovane disbiozom mikrobiote. Probiotici, prebiotici i sinbiotici, uz

transplantaciju mikrobiote predstavljaju oblike ove vrste terapije.

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije probiotici su zivi mikroorganizmi koji
primijenjeni u adekvatnoj koli¢ini imaju povoljne u¢inke na zdravlje domacina. Najcesce
koristeni probiotici jesu bakterije roda Lactobacillus, Bifidobacterium i Streptococcus.
Misljenje je da probiotici pomazu lokalnoj mikrobioti u prevenciji adherencije patogena,
smanjenju proizvodnje proinflamatornih citokina, u poticanju stvaranja imunoglobulina A i
pojacanju funkcije crijevne barijere i epitelnog inegriteta.” Uz to oni i moduliraju crijevnu
mikrobiotu. Nacini na koje probiotici postizu svoje djelovanje U prevenciji razmnozavanja
patogenih bakterija jesu kompeticija za prehrambene tvari, izluCivanje bakteriocina, te
smanjenje pH u lumenu crijeva, jer fermentiraju ugljikohidrate u kiseline, a takav kiseli milje
poti¢e razvoj laktobacila i bifidobakterija. Za ucinkovitost probiotika moraju se ispuniti
odredeni preduvjeti, a to su podrijetlo iz ¢ovjeka, da moze prezivjeti prolaz kroz zeludac,

produkcija antimikrobnih supstanci, te kompetitivno iskljutenje patogena i Stetnih antigena.’®

Postojale su sumnje da bi probiotici u novorodencadi, posebno u one koja su kroni¢no bolesna
mogli uzrokovati sepsu. Medutim u nedavnim istrazivanjima je videno da je njihova primjena

sigurna &ak i u kriti¢no bolesne djece.’® Ipak, posto postoje opisani slucajevi sepse uzrokovane
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probioticima, za koju se smatra da je ucestalost oko 0.3/100 000, treba biti oprezan kod davanja

probiotika djeci koja nisu imunokompetentna.?

Za razliku od probiotika, prebiotici su neprobavljivi ugljikohidrati koji poti¢u na rast i
pojacavaju aktivnost odredenih rodova povoljnih bakterija, te na indirektan nacin imaju
povoljno djelovanje na zdravlje domacina. Dvije kategorije prebiotika ukljuuju galakto-
oligosaharide koje moZemo na¢i u maj¢inom mlijeku i frukto-oligosaharide koje moZemo naci
u povréu.* Prebiotici mogu pojacati efektivnost protuupalnih lijekova stimulacijom
proizvodnje kratkolanCane masne kiseline butirata i supresijom proizvodnje proupalnih

citokina.’

Prema aktualnim podatcima koje mozemo pronaci u literaturi djelovanje prebiotika je jo$
nepotpuno dokazano. Ubacivanje prebiotika u dojenacke formule u Europi je pokazalo da oni
utjecu na modulaciju proizvodnje antitijela i da smanjuju incidenciju ekcema. Suprotno tomu,
upotreba Zitarica obogacenih oligofruktozom u djece u zemljama u razvoju nije uspjela smanjiti

pojavu proljeva.®

Sinbiotici predstavljaju kombinaciju probiotika sa prebioticima, takvu kombinaciju nalazimo i
u maj¢inom mlijeku. Upotreba sinbiotika moze smanjiti pojavu akutnog gastroenteritisa, dok

su podatci za smanjenje incidencije ekcema dvojbeni.®

Posto je jedna od glavnih funkcija mikrobiote sudjelovanje u razvoju imunoloskog sustava,
¢ijim se adekvatnim razvojem moze sprijeciti pojava nekih od bolesti koje su povezane sa
mikrobiotom kao $to su atopijske bolesti i dijabtetes tipa 1, da bi se vidjeli efekti uzimanja
probiotika, prebiotika i sinbiotika primjena bi trebala zapoceti ve¢ u trudno¢i ili u prvim

mjesecima Zivota.’
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3.5.2 Transplantacija mikrobiote

Kao jo$ jedan nalin manipulacije mikrobiotom, transplantacija mikrobiote predstavlja
buduénost u lijecenju poremecaja uzrokovanih disbiozom crijevne bakterija. Trenutno je jedina
indikacija za transplantaciju mikrobiote rekurentna infekcija bakterijom C.dificille. U ovoj

indikaciji transplantacija mikrobiote pokazuje uspjesnost od preko 90% izlijecenih pacijenata.

Za transplantaciju mikrobiote kao i kod svake tranplantacije potrebni su nam davatelj i
primalac. Od davatelja se uzima fekalni klistir koji se zatim ubrizgava u primaoca. Put
ubrizgavanja fekalnog Klistira u primaoca ovisi o indikaciji, no to se najceS¢e obavlja
kolonoskopski . Iako zvuéi jednostavno postoje problemi na ¢ijem se rjeSavanju radi kako bi
ovaj postupak mogao uéi u svakodnevnu praksu. Neki od problema koji su prisutni jesu kako
izabrati pravog donora, kao i kako adekvatno sacuvati uzorke uzete od donora. PoSto nasSe
znanje nije doslo do te razine da znamo $§to je savrSena mikrobiota, odabir donora se uglavnom
vr$i na nacin da se biraju osobe sa §to manje bolesti, 0sobito onih bolesti za koje se smatra da

su uzrokovane dishiozom mikrobiote.

Za razliku od probiotika transplantacija mikrobiote je usmjerena na popravak ve¢ etablirane
mikrobiote, dok se probiotici koriste kako bi se mikrobiota pravilno razvila. Zato, kada se
prevladaju prepreke koje su na putu ovom postupku, smatra se da ¢e se postici uspjesi u lije¢enju
upalnih bolesti crijeva, sindroma iritabilnog kolona, pretilosti, anoreksije nervoze, alergija na

hranu, kao i neurodegenerativnih i neurorazvojnih poremeéaja.®
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4. DISBIOZA MIKROBIOTE I KRONICNE BOLESTI U DJECE

Disbioza mikrobiote je stanje u kojem je sastav mikrobiote promijenjen, te se razlikuje od
normalnog. lako aktualno znanje nije doslo do te razine da mozemo to¢no definirati odredenu
bakteriju koja je uzrok neke bolesti, mozemo vidjeti da kod nekih bolesti mikrobiota pokazuje
slicne obrasce, Koji se razlikuju u odnosu na mikrobiotu zdravih osoba. Ipak, ne mozemo
zasigurno znati da li je mikrobiota uzrok tih bolesti, jer postoji moguénost da same bolesti utjecu
na oblikovanje mikrobiote. 1z tog razloga su potrebne prospektivne kohortne studije koje bi
rijesile ovu dilemu. Osim kolonizacije neadekvatnim bakterijama u disbiozu spada i smanjenje

raznolikosti mikrobiote.®

Neke od bolesti na koje mikrobiota utjeCe jesu crijevne bolesti kao §to su nekrotizirajuci
enterokolitis, akutni gastroeneritis, upalne bolesti crijeva, sindrom iritabilnog kolona, celijakija,

te atopijske bolesti kao $to su astma i atopijski dermatitis.
4.1 Atopijske bolesti

Uzrok atopijskih bolesti je u neadekvatnom imunoloskom odgovoru, koji se u ovim bolestima
odvija pretezito preko TH2 stanica. Kao $to je ranije navedeno mikrobiom ima veliki utjecaj na

razvoj imunoloSkog sustava i skretanja TH2 imunog odgovora u balansirani TH2/TH1 odgovor.

Prevalencija atopijskih bolesti je tijekom posljednjih desetlje¢a dramati¢no porasla.}” Prebrzo
da bi se mogle okriviti promjene u genetskoj konstituciji, te se smatra da su u porast prevalencije
ukljucene promjene povezane sa zapadnjaCkim nacinom Zivota. Mikrobiota u Covjeka je
pretpostavljena kao glavni ¢imbenik koji opisuje povezanost zapadnjackog nacina Zivota sa

etiologijom atopijskih bolesti.®

Proveden je velik broj studija kojima je za cilj bilo odrediti da li disbioza crijevne mikrobiote u

ranom zivotu moze utjecati na senzitizaciju i manifestaciju alergijskih bolesti. Nizozemska
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studija KOALA u kojoj je sudjelovalo 957 dojencadi stare jedan mjesec, pokazala je da se
prisutnost E.coli i C.difficile u stolici mogu dovesti u vezu sa povecanim rizikom od razvoja
ekcema.®® Dvije longitudinalne studije provedene u Danskoj i Svedskoj, na temelju uzorkovanja
stolice u viSe vremenskih tocaka unutar prve godine Zivota, pokazale su da je razvoj atopijskih
bolesti povezan sa smanjenom raznovrsnosti bakterija, a ne sa prevalencijom odredenog

bakterijskog soja.?%%

Probiotske bakterije se nude kao jedan od najviSe obecavajucih oblika intervencije za primarnu
prevenciju bakterijskih bolesti. Postoje dokazi koji ukazuju na to da probiotici mogu smanjiti
incidenciju atopijskih bolesti mijenjajuéi intestinalnu mikrobiotu, preko koje utjecu na funkciju
imunoloskog sustava. Medutim, dokazi za upotrebu probiotika u lije€enju ve¢ uspostavljene

atopijske bolesti su jo§ nedostatni.

Do 2012 godine provedeno je 14 randomiziranih klini¢kih studija koje su ispitivale utjecaj
razli¢itih probiotika, samih ili u kombinaciji sa drugim probioticima, na prevenciju alergijskih
bolesti. Devet od njih je uklju¢ivalo kombiniranu prenatalnu (zadnjih 2-6 tjedana trudnoce) i
postnatalnu (6-24 mjeseca), Cetiri samo postnatalnu, dok je jedna ispitivala samo prenatalnu
primjenu probiotika. Od devet studija koje su ukljucivale prenatalnu i postnatalnu primjenu,
njih 6 je pokazalo znacajno smanjenje kumulativne incidencije atopijskog dermatitisa u prve
dvije godine Zivota. Kod ostalih alergijskih bolesti nije viden povoljan u¢inak probiotika.??
Jedna studija je ¢ak pokazala trostruko povecanu incidenciju respiratornih alergijskih bolesti
nakon kombinirane prenatalne i postnatalne primjene LGG soja probiotika.?® Od 4 studije koje
su ukljucivale postnatalnu primjenu probiotika, tek je jedna pokazala smanjenu incidenciju
ekcema, a studija koja je ispitivala samo prenatalnu primjenu probiotika nije pokazala

smanjenje incidencije alergijskih bolesti.??
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Rezultati meta-analize u kojoj je obradeno dvadeset klinic¢kih ispitivanja, pokazali su da ne
postoji zastitni ucinak primjene probiotika u perinatalnom razdoblju na razvoj astme i

piskutanja u djece.?

U prilog navedenom Svjetska alergijska organizacija (WAO), na osnovu sakupljenih dokaza,
preporuca smjernice za prevenciju alergijskih bolesti pomocu probiotika. Prema njihovim
podatcima joS nije dokazan uc¢inak probiotika na prevenciju svih alergijskih bolesti, no postoje
jasni dokazi da oni imaju zaStitno djelovanje na razvoj atopijskog dermatitisa. Postoje tri
preporuke prema kojima bi se probiotici trebali koristiti. Prva preporuka ima visoku vrijednost
dokaza za prevenciju ekcema, a ona predlaze koristenje probiotika u trudnica koje nose dijete
sa visokim rizikom od razvoja atopijskih bolesti, medutim ima nisku vrijednost dokaza za
moguce nezeljene uéinke. Druga i treca imaju sli¢ne vrijednosti dokaza kao i prva, a druga
predlaze primjenu probiotika u dojilja ¢ija djeca imaju visok rizik od alergijskih bolesti, dok
tre¢a sugerira primjenu u dojenéadi sa visokim rizikom od atopijskih bolesti. Visoki rizik
obolijevanja od alergijskih bolesti definiran je pozitivhom obiteljskom anamnezom ovih bolesti
u rodaka prvog koljena. Iako su ovi podatci obecavajuci, postoje jo§ neke nerazjasnjene dileme
u njihovoj interpretaciji. Nedostaju dokazi o najadekvatnijem soju probiotika koji bi se trebao
upotrebljavati, kao i o duljini primjene i primjerenom vremenskom periodu u kojemu bi se

probiotici trebali koristiti.?®

lako su otkrivene razlike u mikrobioti koZe na mjestima na kojima se nalaze lezije specifi¢ne
za atopijski dermatitis u odnosu na mjesta koze na kojima nema promjena, kao i razlike u iste
osobe na kozi u vrijeme aktivnih lezija i nakon provedene terapije, jos nisu razvijeni probiotici
koji bi se mogli primjenjivati na kozu, stoga je prevencija atopijskog dermatitisa usmjerena na

oralnu primjenu probiotika u trudnica ili novorodencéadi.?®

Sli¢no kao 1 kod mikrobioma koze o mikrobiomu respiratornog trakta postoji puno manje

znanja nego o mikrobiomu crijeva. Unato¢ tomu nekoliko studija je pokazalo da se mikrobiota
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disnog sustava u djece sa astmom i onih bez astme ne razlikuje znatno. Kod jedne i druge djece
najbrojnija koljena bakterija jesu Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria, medutim vazna
je znacajka da je kod djece sa astmom dokazan veéi broj bakterija roda Haemophillus u odnosu

na zdravu djecu.’
4.2 Gastrointestinalne bolesti
4.2.1 Nekrotizirajuéi enterokolitis

Nekrotizirajuéi enterokolitis(NEC) je Cesto stanje u prijevremeno rodene djece, §to je jedan od
gore navedenih ¢imbenika koji utje¢u na kompoziciju mikrobiote. Posljedice prijevremenog
rodenja koje mogu biti uzrok NEC-a jesu nezrelost crijeva, pretjerani upalni odgovor na poticaj
mikrobima, te Kkolonizacija mikrobima. Razlika u mikrobiomu uocdena kod djece sa
nekrotiziraju¢im enterokolitisom, U odnosu na zdravu djecu, obuhvaca porast y-Protebakterija,
ukljucujuéi Citrobakter, te smanjenu raznolikost crijevne mikrobiote. Porast y-Protebakterija

dokazan je i prije pojave simptoma bolesti.’

Jo§ jedan od dokaza koji nas upucuje na ulogu mikrobiote u ovoj bolesti jest da dojenje smanjuje

rizik od razvoja NEC-a.’

Pokusaji prevencije NEC-a usmjereni su na otkrivanje probiotika koji bi smanjili incidenciju
bolesti osobito u nedonosc¢adi. Posto je otkriveno da je povecana incidencija NEC-a povezana
sa administracijom blokatora histamisnkih 2 receptora u nedonoscadi, histaminski signalni
putevi predstavljaju moguci cilj djelovanja probioticima koji su sposobni pretvarati
aminokiselinu L-histidin u histamin. Histamin bi na taj naf¢in mogao smanjiti upalu preko

aktivacije H2 receptora.t
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4.2.2 Rekurentna infekcija C.dificille

U posljednjem desetljecu incidencija infekcije C.dificille u pedijatrijskoj populaciji se znac¢ajno
povecala. Uzrok lezi u povecanoj primjeni antibiotika. Jedna studija je pokazala uspjesno
lijeCenje ove infekcije probiotikom soja Lactobacillus rhamnosus(LGG). Nekoliko drugih
studija pokazalo je da uporaba probiotika moze smanjiti incidenciju proljeva uzrokovanog
antibioticima. Razlog tomu je $to probiotici mogu ubrzati obnovu mikrobioma nakon primjene
antibiotika 1 time smanjuju moguénost nastanka proljeva. Osobe koje imaju smanjenu
raznolikost mikrobiote osobito su podlozne razvoju rekurentne infekcije C.dificille, a kao sto
je navedeno primjena probiotika moze potaknuti razvoj raznolikosti, stoga je logi¢na upotreba
probiotika u prevenciji ove infekcije. Uspjeh postignut transplantacijom mikrobiote u lije¢enju

rekurentne infekcije C.dificille takoder ukazuje na vaznu ulogu mikrobiote u ovoj bolesti.!

4.2.3 Upalne bolesti crijeva

Razlika u sastavu mikrobiote moze se vidjeti i izmedu osoba koje boluju od upalnih bolesti
crijeva(IBD) u odnosu na zdrave osobe. Smatra se da mikrobiota oboljelih od upalnih bolesti
crijeva moze imati proinflamatorni uc¢inak, koji je osnova za nastanak IBD. U jednoj studiji je
primijeceno da postoji razlika u raznovrsnostii mikrobiote izmedu blizanaca koji boluju od IBD
u odnosu na zdrave blizance, u smislu da oni blizanci koji imaju dijagnosticiranu IBD imaju
smanjenu raznolikost crijevnih bakterija.® Druge studije su pokazale da mikrobiota kod
oboljelih od IBD ima smanjen udio koljena Firmicutes i Bacteroidetes, a povecan udio koljena
Protebacteria. Osim toga, smanjena koli¢ina bakterije Faecalibacterium prausnitzii, koja spada
u koljeno Firmicutes, moze se dovesti u vezu sa ilealnom Chronovom bolesti. Kako
F.prausnitzii ima protuupalno djelovanje mozemo shvatiti da bi njen nedostatak mogao imati
ulogu u razvoju Chronove bolesti.” Isto tako provedena su istrazivanja u kojima je primijeéeno

da u bolesnika sa IBD imamo povecanu koli¢inu bakterija roda Escherichia i Shigella, sto je
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bitno za napomenuti jer se E.coli koristi kao probiotik. Ipak, pokusaji lijeCenjem probioticima

nisu dali zadovoljavajuce rezultate.!

4.2.4 Sindrom iritabilnog kolona

Sindrom iritabilnog kolona(IBS) je bolest koja je karakterizirana pojavom rekurentne
abdominalne boli i izmjenama proljevaste stolice sa konstipacijom i tvrdom stolicom. IBS je
jedna od nekoliko bolesti kod kojih je dokazan povoljan uinak probiotika na smanjenje
simptoma bolesti. Davanjem bifidobakterija otkriveno je smanjenje simptoma IBS-a, §to nam
ujedno ukazuje da kod pacijenata IBS-om imamo smanjenu koli¢inu bifidobakterija. Vaznost
manjka bifidobakterija potvrdena je i time §to kod primjene samih laktobacila ne dolazi do
smanjena simptoma, dok kod njihove primjene zajedno sa bifidobakterijama dolazi do
poboljsanja. Sekvenciranje bakterijske RNA je pokazalo da osim manjka bifidobakterija imamo
I manjak bakterija roda Verrucomicrobium i poveéanu koli¢inu y-Proteobakterija kod

pacijenata sa IBS-om u kojem dominira proljev.t’

IBS kao bolest na koju psihi¢ka komponenta ima veliki utjecaj se ¢esto uzima kao jedno od
objaSnjenja postojanja osi crijeva-mozak o kojoj ¢u nesto vise re¢i u podrucju o djelovanju

mikrobiote na mozak.!
4.3 Dijabetes mellitus tipa 1

Dijabetes mellitus tipa 1 (TIDM) je bolest koja nastaje kao rezultat interakcije genetskih,
okoli$nih i imunoloskih faktora koji u konaénici dovode do destrukcije beta stanica pankreasa

i nedostatka inzulina..?’

lako uzroci ove bolesti nisu potpuno jasni postoje pretpostavke da crijevna disbioza, zajedno sa
poveéanom propusnosti crijeva i poremecenim imunim odgovorom predstavlja takozvanu
,savrsenu oluju“(perfect storm), koja moze biti okida¢ razvoj T1DM.?Da bi uzrok dijabetesu

mogao biti u promijeni mikrobiote pokazala je jedna nova longitudinalna studija provedena na
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33 djece koja su imala predispoziciju za razvoj T1DM u obliku pozitivnih rizicnih HLA alela.
Od 33 djece njih 11 je razvilo protutijela, te su u njih videne promjene u mikrobioti
karakteristi¢ne za T1DM. Medutim, vazno je za napomenuti da su se te promjene javile godinu

dana prije razvoja protutijela, $to upuéuje na mogucéi uzrok bolesti u crijevnim bakterijama.?

Da postoji veza izmedu imunog sustava crijeva i Imunog sustava pankreasu pokazale su brojne
studije. To je donekle logi¢no jer razvoj crijeva kao i pankreasa potice iz endoderma. U miSeva
je dokazano da davanje antigena peroralnim putem dovodi ne samo do aktivacije i proliferacije
T stanica u mezenterijalnim ¢vorovima ve¢ i u pankreati¢énim limfnim ¢vorovima. Stoga je za
pretpostaviti da se intervencijom u crijevima moze utjecati na razvoj T1DM. Disbioza
mikrobiote moZe uzrokovati poremecaje u razvoju tolerancije na antigene i na taj nac¢in moze
dovesti do upale u crijevima koja se dalje moze odraziti i na pankreas, a upala u gustera¢i moze

potaknuti razvoj TIDM.*°

Druga stvar vazna u razvoju T1DM mogla bi biti pove¢ana propusnost u crijevima. Preko
stjenke crijeva razli¢iti antigeni mogu dospjeti do pankreasa, gdje se dolazi do nastanka upale,
koja mozZe biti okida¢ za razvoj autoimunosti. U skladu sa pretpostavkom da pojacana
propusnost stjenke crijeva moZe potaknuti razvoj T1DM, pokazano je da kod bolesnika sa
T1DM imamo smanjenu koli¢inu bakterija koje proizvode butirat. Butirat je kratko lancana
masna kiselina koja moZe potaknuti sintezu mucina i pojacati barijerne mehanizme u crijevima,
te ima protuupalno djelovanje.3! U prilog ovim navodima idu rezultati jedne nizozemske studije
koja je pokazala smanjenu koli¢inu bakterija Clostridium cluster IV i Clostridium ckusterXIVa

u djece sa Seéernom bolesti tipa 1, a ove bakterije spadaju u bakterije koje proizvode butirat.*2

Takoder, ulogu mikrobiote u razvoju T1DM je pokazala studija u kojoj se vidjelo da su NOD
miSevi bez MyD88, signalne molekule prirodene imunosti, otporni na razvoj dijabetesa.
Medutim, ova otpornost se izgubila kada su MyD88 deficijentni miSevi uzgajani u okoliSu bez

bakterija, §to upucuje na zastitinu ulogu bakterija. Uz to, nedostatak MyD88 je doveo do
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promjena u mikrobioti, u obliku porasta koljena Bacteroidetes. Smatra se da bi bakterije iz ovog
koljena mogle sprijeciti razvoj TIDM preko imunomodulatornih tvari.* Novije studije su
pokazale da se prijenosom mikrobiote iz MyD88 deficijentnih u miseva sklonih dijabetesu
moze smanjiti inzulitis i odgoditi nastanak T1IDM, uz porast Lachnospiraceae i Clostirdaceae

i smanjenje Lactobacillaceae.

U jednoj studiji kontroliranih slu¢ajeva provedenoj na 32 ispitanika, od kojih 16 oboljelih od
T1DM i 16 zdravih kontrola, pronadene su razlike u kompoziciji mikrobiote. Kod ispitanika sa
T1DM viden je porast koljena Bacteroidetes u kojem je rod Bacteroides bio povecan, dok je
rod Prevotella bio smanjen, te je primijeeno i Smanjenje koljena Firmicutes $to se moze
prikazati i kao smanjeni omjer Firmicutes prema Bacteroidetes. Osim toga, pronadena je i

redukcija u koljenu Actinobacteria u kojem je smanjen rod Bifidobacterium.®

Druga studija provedena na meksickoj djeci u kojoj su se usporedivale tri skupine ispitanika,
uz sli¢ne promjene u sastavu bakterija kao i1 prethodna studija, pokazala je i da je razlika u
mikrobioti zdravih ispitanika i ispitanika sa novootkrivenim T1DM veca nego u zdravih
ispitanika i ispitanika koji se lijece od T1DM duZe od dvije godine. Ova studija je takoder
ukazala na jednu zanimljivu ¢injenicu. Usporedbom izmedu mikrobiote djece meksickog
podrijetla koja Zive u SAD-u i one koja Zive u Meksiku pronadeno je da kod djece u Meksiku
puno veci udio u razvoju bolesti ¢ini genetska komponenta, a poznato je da je incidencija TIDM
u te djece znatno manja. U skladu s tim videno je da djeca meksic¢kog podrijetla iz SAD-a u
crijevima imaju povecan broj bakterija roda Bacteriodes, dok djeca u Meksiku imaju povecan
broj bakterija roda Prevotella. Kao $to je spomenuto u dijelu o vanjskim utjecajima na
mikrobiotu porast Bacteroides bakterija se javlja kod pretezno zapadnjacke prehrane, dok je
porast bakterija Prevotella znacajka prehrane bogate ugljikohidratima. Stoga mozemo

pretpostaviti da je nagin prehrane ¢imbenik koji poveéava rizik od nastanka T1DM.%

23



Trenutno je u tijeku jedna velika prospektivna kohortna studija koja obuhvaca 8676 djece
pozitivne na HLA-DR-DQ alele povezane sa SeCernom bolesti tipa 1, a provodi se u 4 zemlje.
Ta studija je do sada pokazala da kod djece koja uzimaju probiotike, a pocela su ih uzimati u
prva tri mjeseca zivota postoji smanjena pojava T1DM za oko 30%. Dok redukcija incidencije
nije primijec¢ena u djece koja su pocela uzimati probiotike nakon 3 mjeseca zivota, $to nam
ukazuje na vaznost pravovremene intervencije Ovi podatci imaju veliki znacaj, iako se jos ne
zna toCan princip kojim probiotici smanjuju incidenciju TIDM, uspjeSnost probiotika

primijeéena u ovoj studiji ne smije se zanemariti.>’
4.4 Pretilost

Zbog izrazito velikih zaliha hrane u razvijenim zemljama pretilost postaje sve veci globalni
problem. Pretilost mozemo podijeliti na prekomjernu tezinu( BMI 25-29.9), pretilost prvog
stupnja( BMI 30-34.9), pretilost drugog stupnja(BMI 35-39.9) i pretilost tre¢eg stupnja, Sa BMI
iznad 40. 2008. godine je procijenjeno da u svijetu ima 1.5 milijarda ljudi sa prekomjernom
tezinom, od kojih je 502 milijuna pretilo.®® Uzrok pretilosti je u nesrazmjeru izmedu unosa
energije 1 potroSnje energije, Sto je karakteristika danasnjeg drustva koje zivi sjedilackim
zivotom, dok postoji velika dostupnost hrani, koja je uglavnom niske cijene. Pretilost
predstavlja vazan javnozdravstveni problem jer povecava rizik od raznih kroni¢nih bolesti kao
Sto su dijabetes mellitus tipa 2, aterosklerotska bolest koronarnih krvnih zila, nealkoholna
masna bolest jetre, Alzheimerova bolest i razni karcinomi. *° Iz svega navedenog mozemo

zakljuciti da se namece potreba za intervencijom u smislu prevencije pretilosti.

Opservacija da se presadivanjem crijevne mikrobiote iz pretilog u mrSavog Stakora moze
izazvati pretilost, dovela je do pretpostavke da promjena sastava intestinalnih bakterija moze

biti jedan od nacina prevencije pojave pretilosti.
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Neki od nacina ispitivanja djelovanja mikrobiote na pretilost, jesu transplantacija mikrobiote i
opservacija ispitanika sa mikrobiotom i bez mikrobiote u razli¢itim uvjetima. Posto je ove
uvjete izuzetno tesko posti¢i u ¢ovjeka, radi tehnickih i etickih razloga, takva se istrazivanja

uglavnom provode na misevima i §takorima. %°

Koriste¢i se ovim tehnikama, istrazivanja su pokazala da kolonizacija prethodno mrSavih i
inzulin osjetljivih miSeva bez bakterijske flore povecava njihov adipozitet za 60%, kao §to i
povecava inzulinsku rezistenciju. Unato¢ tomu $to je unos hrane kod tih Zivotinja smanjen.
Kasnije je pokazano i da kolonizacija miSeva bez bakterijske flore, mikrobiotom pretilih
miSeva, dovodi do znacajno veceg adipoziteta nego kolonizacija mikrobiotom mrSavih

miseva.*0

Promatranje utjecaja prehrane na miseve bez bakterijske flore, pokazalo je da se kod miseva
bez bakterijske flore koji su se hranili zapadnjackom dijetom kroz 8 tjedana nije vidjela razlika

u porastu tezine u odnosu na miseve koji su se hranili normalnom dijetom.*

Brojne studije na ljudima uglavnom su usmjerene na otkrivanje bakterija koje su povezane sa
pojavom pretilosti u ljudi. Do sada je videno da su kod pretilih ljudi, u vecoj koli¢ini nego kod
mrsavih ljudi, prisutne bakterije koljena Firmicutes, dok je koli¢ina bakterija koljena

Bacteroidetes kod pretilih osoba manja nego kod mrsavih. 3

Osim utjecaja pojedinih vrsta bakterija utvrdeno je i da raznovrsnost bakterija ima ulogu u
razvoju pretilosti. Tako je nedavna metagenomska studija objavile rezultate u kojima mozemo
vidjeti da su ispitanici sa manjom raznoliko$¢u bakterijskih gena vise dobili na tezini, te da su
imali jaCe izrazene upalne parametre, vecu inzulinsku rezistenciju i dislipidemiju u odnosu na
ispitanike sa ve¢im brojem bakterijskih gena.3* Pokazano je da su kod osoba sa niskim brojem

bakterijskih gena u vecoj koli¢ini bile prisutne bakterije roda Bacteriodes i Ruminococcus, dok
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su kod osoba s visim brojem gena predominirale bakterije roda Bifidobacterium, Lactobacillus,

Aslipites i Akkermansia.*?

U kohortnoj studiji u kojoj je sudjelovalo 49 dojencadi objavljeno je da razlika u sastavu
mikrobiote u dobi od 6-12 mjeseci prethodi prekomjernoj tezini, $to je videno kod te iste djece
sa 7 godina. Kod djece koja su postala pretila, u dobi od 6-12 mjeseci naden je veéi broj
bakterija Staphylococcus aureus, dok su djeca koja su sa 7 godina bila mr$ava, u dobi od 6-12
mjeseci sadrzavala vise bifidobakterija.*® Studija provedena u Danskoj na 330 djece u dobi od
9-36 mjeseci pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu porasta tezine u djece i porasta u

klostridijima koji proizvode KLMK_ 44
4.4.1 Mehanizmi djelovanja mikrobiote na pretilost

Do sada poznati dokazi ukazuju nam na veliku ulogu sistemske, kroni¢ne upale niskog stupnja,
potaknute od crijevnih bakterija u nastanku pretilosti i drugih metabolic¢kih bolesti.*> Osim same
upale smatra se da razlika u metabolickoj funkciji mikrobioma moZe pridonijeti varijaciji u
ekstrakciji kalorija iz hrane, pohrane kalorija u masnom tkivu i dostupnosti energije za

proliferaciju mikroba.*®

Metaboli¢ka endotoksemija. LPS je sastavni dio stjenke gram negativnih bakterija i njegov
ulazak u cirkulaciju izaziva upalu. Lipid A, komponenta LPS-a sadrzi endotoksi¢nu aktivnost i
njegova pojava u cirkulaciji se naziva metaboli¢ka endotoksemija.*® Utjecaj upale na razvoj
pretilosti je prvi put opisan na misevima. Pretili miSevi hranjeni visoko-masnom hranom
pokazuju 2-3 puta vece razine LPS-a u krvi nego nepretili, te takoder pokazuju znakove blage
sistemne upale. Nadalje, ubrizgavanje LPS-a E.Coli 4 tjedna miSevima hranjenim normalnom
dijetom, dovelo je do razvoja upale, pretilosti i inzulinske rezistencije.*” Pokusaji smanjivanja
LPS-a pomocu antibiotika doveli su do smanjene upale, pobolj$ane tolerancije na glukozu i

smanjene debljine.*
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Prehrana bogata mastima moze poticati rast potencijalnih patogena, sto moze potaknuti upalni
odgovor u crijevima, aktivacijom prirodene imunosti. Sama upala moze dovesti do povecane
propusnosti stjenke, Sto omogucuje prelazak proinflamatornih bakterijskih komponenti u
krvotok. Drugi mehanizam kojim LPS moze prijeci u krvotok je pomocu hilomokrona koji
prenose masne kiseline kroz stjenku crijeva. Prehrana bogata mastima povecava aktivnost
hilomikrona i olak3ava prijelaz LPS-a unutar cirkulacije.*® Nakon $to LPS ude u cirkulaciju
veze se na LPS-vezaju¢i protein(LPB), koji ga dovodi do CD14 i TLR4, koji dalje okinu
ekspresiju i produkciju proinflamatornih citokina(TNF, IL-1, IL-6). Proinflamatorni citokini
uzrokuju blokadu inzulinske signalizacije u misi¢ima i masnim stanicama i induciraju
inzulinsku rezistenciju. Ovi podatci nam ukazuju na povezanost LPS-a sa pretilosti, §to je i
pokazano u klini¢kim studijama, u kojima su gubitak tezine i pobolj$anje inzulinske rezistencije

popracéeni padom serumskog LPB- a i inflamatornih citokina.*

Pohrana energije. Nakon usporedbe miSeva bez crijevnih bacila i konvencionalno
koloniziranih miSeva, pretpostavka je bila da mikrobiota povecava nasSu sposobnost da
izvucemo energiju iz prehrane 1 skladiStimo je u perifernom tkivu, §to moZe dovesti do
inzulinske rezistencije. Unato¢ tome Sto bakterije crijevne flore cijepaju neprobavljive
polisaharide te proizvode KLMK-e i dovode do ekstrakcije energije iz njih, postoje
kontradiktornosti koje pobijaju ovu teoriju. Kao prvo energija koja se stvara iz neprobavljivih
ugljikohidrata je puno manja od one iz probavljivih. Takoder, zapadnjacka prehrana koja je
najve¢i krivac za pretilost u drustvu sadrZzi malo neprobavljivih ugljikohidrata, dok se
uglavnom sastoji od jednostavnih Secera 1 masti. KLMK imaju i razli¢ite pozitivne ucinke koji
se suprotstavljaju pretpostavki da uzrokuju debljanje. One povecavaju sitost i smanjuju unos

kalorija preko modifikacije produkcije crijevnih peptida, te ojadavaju crijevnu barijeru.*®
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4.4.2 Antibiotici i pretilost

Antibiotici predstavljaju jedan od vanjskih ¢imbenika koji utje¢e na sastav mikrobiote. Sastav
mikrobiote se najviSe mijenja tijekom prve tri godine nakon cega se ustali i poprimi
kompleksnost kakva je prisutna u odrasle osobe. Kao §to je prije navedeno sastav mikrobiote
moze utjecati na metabolizam Covjeka, stoga vanjski utjecaji u prve tri godine mogu dovesti do

razvoja metabolickih bolesti ukljuéujuéi i pretilosti.*

Provedene su brojne studije koje su ispitale hipotezu ucinka izloZenosti antibioticima u ranom
zivotu na rizik od prekomjerne tezine. U studiji sa preko 28 000 parova majka-dijete ekspozicija
antibioticima u prvih Sest mjeseci povezana je sa prekomjernom tezinom u sedmoj godini
zivota.*® Sli¢no je pokazala Avon Longitudinalna studija roditelja i djece u kojoj je sudjelovalo
preko 10 000 djece, utvrdena je povezanost izmedu uzimanja antibiotika u prvih Sest mjeseci i
prekomjerne tezine u dobi od 10, 20, i 38 mjeseci.*® U obje studije se primijetilo, da je vise
izrazen porast tezine u djece Cije su majke bile normalne tezine u odnosu na onu djecu ¢ije su

majke bile pretile, te da je utjecaj na porast tezine veéi u djecaka.®49

U jednoj kanadskoj studiji, u kojoj su se korigirali ostali ¢imbenici koji utjeCu na porast tezine
kao $to su prehrana, fizi€ka aktivnost i maj¢ino pusenje u trudno¢i, antibiotici primijenjeni u
prvoj godini Zivota povecali su rizik od razvoja pretilosti u dobi od 9 i 12 godina.*
Longitudinalna studija provedena u SAD-u pokazala je da utjecaj na porast tezine OViSi 0
koli¢ini tretmana antibioticima i dobi uzimanja antibiotika, Sto je ve¢i broj tretmana i Sto je
ranija dob upotrebe antibiotika izraZeniji je utjecaj na porast tezine. Takoder, ovom se studijom
pokazalo da su ucinci povezani samo sa antibioticima Sirokog spektra.>> U svim navedenim

studijama postoji izrazeniji u¢inak na musku djecu $to do sada nije objasnjeno.*®

Osim davanja antibiotika djeci, moguci utjecaj na sastav crijevne flore u djece ima i primjena

antibiotika kod majke. Promjena vaginalne flore majke primjenom antibiotika u drugom i
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treCem trimestru takoder moze biti uzrok pretilosti u djece zbog promjene u kolonizaciji
novorodenceta. Studija od 436 parova majka-dijete pokazala je 84% povecan rizik za pretilost

u dobi od 7 godina, ako je majka primala antibiotik u drugom ili treéem trimestru trudnoce.*®

4.4.3 Mogucénosti djelovanja

Trenutacno, moguénosti djelovanja u svrhu prevencije pojave pretilosti su U fazi istrazivanja.
Vecina do sada objavljenih studija provedena je na Zivotinjama, stoga za bolje razumijevanje i
dokaze djelovanja, potrebne su kohortne, prospektivne studije na ljudima, koje su neophodne

za uvodenje probiotika i prebiotika u lije¢enje i prevenciju pretilosti.

Istrazivanja sa probioticima i prebioticima u pocetku su bila vezana uz druge bolesti, tek se
2007. godine pocelo razmisljati da mikrobiota ima utjecaj na pretilost. Kroz istrazivanja se
vidjelo da su neki probiotici pozitivno povezani sa debljinom, a neki negativno. Visoke koli¢ine
Lactobacillus reuteri pozitivno su povezane sa pretilos¢u, dok su visoke koli¢ine Lactobacillus
casei/paracasei i Lactobacillus plantarum u gastrointestinalnom sustavu negativno povezane
sa pretilos¢u. Takoder, Lactobacillus acidophilus pokazuje povoljno djelovanje na razinu
kolesterola u odraslih veprova. Protuupalni efekti Lactobacillus casei se o¢ituju u negativnom
djelovanju na NF-xB p50/p65 aktivaciju, koja je inducirana od LPS-a preko TLR4 aktivacije i
u aktivaciji PPARy $to dovodi do povecanja ekspresije GLUT4 transportera za glukozu i
smanjenja inzulinske rezistencije. Kod miseva koji su primali Lactobacillus rhamnosus videni
su povoljni ucinci na pretilost induciranu prehranom, smatra se da je uzrok tih ucinaka

konjugirana linolei¢na kiselina, koja je aktivator PPARY.>2

Sto se ti¢e prebiotika, istraZivanja su pokazala da su se kod pretilih mi$eva hranjenih inulinom
i oligofruktozom povecale razine anoreksogenih peptida kao $to su GLP-1 i GLP-2 i sojeva
bakterija koje su negativno povezane sa debljinom, a smanjila razina glukagona.®® U

dobrovoljaca koji su primali inulin kroz 2 tjedna viden je porast GLP-1, povecana sitost i
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smanjen unos kalorija, kao i smanjena postprandijalna hipoglikemija. Ekstracelularni
polisaharidi su jo$ jedna od potencijalnih moguénosti djelovanja, iz razloga §to su oni

antagonisti LPS-a i poti¢u imunosni sustav na borbu protiv bakterija. >3

Sposobnost bakterija koja se moze iskoristiti u terapiji pretilosti je i stvaranje bakteriocina.
Bakteriocin je antimikrobna bjelancevina, koja moze imati Siroku ili usku aktivnost protiv
drugih bakterija, na koju je bakterija koja ga stvara imuna.b Tako se u jednom istrazivanju
provedenom na miSevima u kojem su se usporedivali u¢inci bakteriocina bakterije L.salivarius
1 vankomicina na pretilost vidjelo da oba imaju povoljan utjecaj na porast tezine iako je taj
utjecaj samo privremen, dok je terapija vankomicinom rezultirala 1 poboljSanjem u
metabolickim abnormalnostima. Medutim postoje negativne strane terapije vankomicinom,
koje nadmasuju njegove dobre ucinke na porast tezine i poboljSanje metaboli¢kih

abnormalnosti, a to je porast rezistencije na vankomicin.>*

Kao $to je prije navedeno smatra se da je jedan od ¢imbenika rizika za razvoj debljine i

prekomjerna uporaba antibiotika u trudno¢i i u ranom djetinjstvu.*®

Analize pokazuju da se antibiotici u djece koriste u velikim koli¢inama, pa tako u SAD-u
prosje¢no dijete do druge godine Zivota primi tri ture antibiotika, do desete oko 10, a do
dvadesete oko 17 tura antibiotika.?® U Svedskoj djeca primaju 40% od onoga $to se prima u
SAD-u, §to nam govori da se veéina antibiotika prepisuje bez razloga.>® Drugi veliki problem
je prisutnost antibiotika u hrani i vodi. Antibiotici se daju govedu za rast, pa tako njihovo meso
1 mlijjeko moze biti kontaminirano. Vazno je napomenuti i da viSe od 30% Zena prima
prepartalnu profilaksu protiv Streptokoka grupe b, Sto isto moZe utjecati na sastav mikrobiote

u djeteta.’

Iz navedenog moZemo zakljuciti da se incidencija pretilosti moze smanjiti redukcijom

izlozenosti djece 1 trudnica antibioticima. Prije svega trebalo bi se zabraniti koriStenje
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antibiotika u svrhu boljeg rasta stoke, na ¢emu FDA trenutno radi. Takoder, primjena
antibiotika u djecjoj dobi trebala bi biti racionalnija. Trenutna primjena antibiotika u djece
prelazi okvire racionalne uporabe, pa se oni daju u situacijama u kojima njihova primjena nije
indicirana. Zato se prije njihove primjene trebaju uzeti svi parametri u obzir kako se antibiotik

ne bi nepotrebno dao.*®

4.5 Spektar autisticnih poremecaja

U zadnjih nekoliko godina provedena su razna istrazivanja usmjerena na dokazivanje postojanja
veze izmedu mozga i probavnog sustava, a njima je dokazana obostrana komunikacija i
djelovanje izmedu crijeva i mozga, §to se naziva os crijeva-mozak. Utjecaj intestinalne
mikrobiote na mozak objasnjava se pomoc¢u nekih od funkcionalnih i upalnih crijevnih bolesti,
kao sto je npr. IBS, kod kojega Eesto postoje pridruzeni psihi¢ki poremeéaji. Takoder,
primijeceno je da primjena antibiotika moze dovesti do poboljSanja encefalopatije u bolesnika
sa dekompenziranom jetrenom boles¢u. Dok su istrazivanja na Zivotinjama ukazala i na utjecaj

mikrobiote na neke psihi¢ke komponente kao $to su anksioznost, depresija i osjet boli.*

Medusobna signalizacija izmedu crijeva i mozga je regulirana na neuralnoj, hormonalnoj i
imunoloskoj razini. Stoga os crijeva-mozak ukljuéuje SZS, neuroendokrini i neuroimuni
sustav, simpatiCku 1 parasimpaticku komponentu autonomnog Ziv€anog sustava, entericki

zivéani sustav i crijevnu mikrobiotu.!!

Spektar autisticnih poremecaja(SAP) je skupina neurorazvojnih bolesti brzo rastuce incidencije
koja je karakterizirana deficitom socijalnih vjeStina, i ograni¢enim, ponavljajuéim i
stereotipiziranim obrascima ponaSanja, interesa 1 aktivnosti, dok je kasnjenje u razvoju govora
prisutno samo kod autizma. Incidencija SAP u SAD-u iznosi 1 na 91 djece. Za postavljanje

dijagnoze sluzi nam Dijagnosticki intervju za autizam-dopunjen (ADI-R) i Dijagnosticka
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opservacijska skala za autizam (ADOS-G).>® U mozdanom tkivu pacijenata sa autizmom
mozemo uociti abnormalnosti, osobito u onim dijelovima koji su uklju¢eni u govor, ekspresiju
lica, pokrete i socijalno ponasanje.®® Uzrok SAP-a je jos uvijek nepoznat i smatra se da je
etiologija SAP-a multifaktorijalna sa razli¢itim genetickim i okoli§nim ¢imbenicima. lako se
prije smatralo da SAP ima jaku genetsku komponentu, novija istrazivanja su pokazala da

monogenske mutacije i kromosomalne abnormalnosti uklju¢uju samo mali dio uzroka SAP-a.%

Prisutni simptomi u crijevnom traktu upu¢uju na moguénost sudjelovanja mikrobiote u
nastanku bolesti koje spadaju u SAP. Mikrobiota se najces¢e dovodi u vezu sa kasno
nastupaju¢im formama spektra autistiénih poremecaja, koje se javljaju u djece starije od 18

mijeseci.t*

Prevalencija gastrointestinalnih poremecaja u autizmu je znacajna. Pojavljuju se uobicajeni
simptomi kao $to su proljev, konstipacija, povracanje, meteorizam. Takoder, primijeceno je da
pojedinci sa autizmom koji imaju prisutne gastrointestinalne smetnje pokazuju i vise izrazenu
iritabilnost, anksioznost i socijalno povla¢enje u odnosu na one bez gastrointestinalnih
simptoma.®? Gastrointestinalni poremeéaji u autizmu pokazuju iznimnu sli¢nost sa onima u
IBS-u, stoga se sistem za ocjenjivanje IBS simptoma Kkoristi i u procjenjivanju

gastrointestinalnih simptoma autizma®

U jednoj maloj studiji u kojoj je sudjelovalo 11 djece sa kroni¢nim proljevom i kasno
nastupajuc¢im fenotipom SAP-a, primijecen je utjecaj Clostridium roda na autizam. Ispitanici
su tretirani vankomicinom kroz 8 tjedana, pri ¢emu su se njihovi bihevioralni i komunikacijski
rezultati na testovima znacajno popravili. Medutim poboljsanje je bilo privremeno i nakon
prestanka uzimanja vankomicina doSlo je do ponovnog pogorSanja. Ali ipak ove rezultate

moramo uzeti u obzir i razmisljati o utjecaju bakterija roda Clostridium na simptoma SAP-a.%

32



Utjecaj metabolita bakterija na SAP se u zadnje vrijeme takoder razmatra. Propionska kiselina
i kratkolan¢ane masne kiseline su razgradni produkti bakterija koje su povezane sa SAP-om (
Clostridia, Bacteriodetes, Desulfvibrio), a pokazano je da imaju razne utjecaje na mozak i
ponasanje. Intraventrikularna administracija propionske kiseline i KLMK-a u $takora potice
abnormalne motoricke pokrete, ponavljajuce interese, kognitivni deficit, perseveraciju i
poremecenu socijalnu interakciju. Osim toga, mozdano tkivo $takora tretiranih sa propionskom
kiselinom i KLMK-a pokazuje brojne sa SAP-om povezane neurokemijske promjene, koje
ukljucuju neuroinflamaciju, povecani oksidativni stres, depleciju glutationa i promijenjen
fofolipidi/acilkarnitin profil. Kod pacijenata sa SAP-om, osim $to mozemo vidjeti vecu
koncentraciju propionske kiseline u stolici i povecan broj bakterija koje je proizvode, nedostaju

studije koje bi sistematski prougile propionsku kiselinu i njezine metabolite.®

Kod djece sa SAP-om postoji razlika u sastavu mikrobiote u odnosu na zdravu djecu.
Istrazivanja su pokazala da djeca sa SAP-om imaju ¢ak deseterostruko povecéan broj bakterija
Clotridium spp. sa poveéanom raznoliko$éu primijeéenom u Clostridium spp.%® Drugo
istrazivanje je pokazalo da je osobito povecan broj triju grupa iz Clostridium spp.; Clostridium
boltae i Clostridium cluster I i XI u djece sa SAP-om.%® Za bakterije iz roda Clostridium se
smatra da mogu stvarati egzotoksine, propionat i p-cresol, koji uzrokuje smanjenje glutationa u
mozgu, te derivate indola i fenole.®” Na osnovu drugih istraZivanja smatra se da je kod djece sa
SAP-om povecan broj koljena Bacteriodetes, te rodova Desulfvibrio, Suterella, a smanjen broj
koljena Firmicutes, Verrucomicrobia i roda Bifidobacterium. Takoder, djeca sa SAP-om imaju
povecan broj bakterija rodova Roseburia i Coprococcus koji pripadaju porodici
Lachnospiraceae, a za koje se smatra da fermentiraju ugljikohidrate u kratkolan¢ane masne
kiseline. Jedna od bakterija ¢iji je broj pove¢an kod djece sa SAP-om je i Akkermansia

muciniphila, koja ima moguénost razgradnje mucina.®® Odnos izmedu utjecaja samog autizma

na crijevnu floru i crijevne flore kao uzroka autizma jo$ nije razjasnjen, jer nisu provedene
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dovoljno velike studije koje bi ukazale na mikrobiotu kao uzrok spektra autisticnih poremecaja.
Takoder, do danas nije napravljena nijedna dobro organizirana velika studija u kojoj bi se

vidjela korist probiotika u sprje¢avanju nastanka spektra autisti¢nih poremecaja.
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5. RASPRAVA

Mikroorganizmi se nalaze na svim dijelovima ljudskog tijela koji su u kontaktu sa okoliSem,
no najbrojniji su mikroorganizmi u gastrointestinalnom traktu. Intestinalna mikrobiota igra
ulogu u metabolickim, fizioloskim 1 imunoloskim procesima u ljudskom tijelu. Ona pridonosi
vaznim metaboli¢kim aktivnostima ekstrakcijom energije iz inae neprobavljivih ugljikohidrata
kao $to su npr. vlakna. Preko metabolickih aktivnosti takoder dovodi i do stvaranja vaznih
prehrambenih tvari, kao $to su kratkolan¢ane masne kiseline, vitamini( vitamin K, B12 i folna
kiselina) i aminokiseline, koje ljudski organizam ne moze sam proizvesti. Uz to, intestinalna
mikrobiota sudjeluje i u obrani od patogenih bakterija, kompeticijom za nutrijente i za mjesto
na sluznici, te antimikrobnim tvarima. Nadalje, intestinalna mikrobiota je uklju¢ena u razvoj

gastrointestinalnih senzori¢kih i motori¢kih funkcija, crijevne barijere i imunoloskog sustava.®

S obzirom na navedeno, za pretpostaviti je da disbioza crijevnih bakterija moze dovesti do
razvoja raznih bolesti. Do sada su istrazivanja bila usmjerena na pokusaj otkrivanja specifi¢nog
soja bakterija, ¢iji bi nedostatak ili visSak mogao biti okida¢ razvoju bolesti. No, danas je glavni
fokus istraZivanja stavljen na funkcionalni doprinos humanog mikrobioma domacinu.
Metagenomika predstavlja prvi korak u istrazivanju funkcionalnog kapaciteta mikrobioma. Ona
se temelji na usporedbi sakupljenih DNA sekvenci bakterija sa referentnim bazama bakterijskih
gena kao $to su COG(clusters of orthologous groups) i KEGG(Kyoto encyclopedia of genes
and genomes). Medutim, metagenomika nam govori samo o prisutnosti gena u bakterijama,
odnosno o genetskom potencijalu, a ne daje nam podatke o aktivnosti gena. Stoga, za bolje
razumijevanje funkcija mikrobioma, odnosno ekspresije bakterijskih gena potrebne su nam jo$
neki od funkcionalnih mikrobiomic¢kih pristupa, kao S§to su metatranskriptomika,

metaproteomika i metabolomika.®®
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Formiranje mikrobiote zapocinje jos u fetalnom razdoblju, a nastavlja se nakon poroda, kada
se dogadaju najintenzivnije promjene. Nakon poroda mikrobiotu ¢ine uglavnom bakterije
prenesene od majke, §to ovisi o nacinu poroda. U prvotnom je sastavu raznovrsnost bakterija
mala, tek se nakon uvodenja solidne hrane broj vrsta bakterija povecava, te nastavlja rasti i
mijenjati se do trece godine zivota, kada se formira sastav slican onome u odrasloj osobi, nakon

ega dolazi do tek manjih promjena do odrasle dobi.’

Vanjski ¢imbenici uvelike utjeCu na sastav mikrobiote, a najznac¢ajniji su nacin poroda, dojenje,
prehrana, antibiotici i stres. Djelovanjem na vanjske ¢imbenike moze se utjecati na sastav
mikrobiote. Stoga povoljni ucinci vaginalnog poroda, dojenja, pravilne prehrane, te
izbjegavanja stresa i antibiotika u nepotrebnim indikacijama, mogu pridonijeti zdravlju u

dje¢joj i u odrasloj dobi.’

Probiotici su bakterije ¢ija primjena u domacina izaziva razli¢ite povoljne ucinke u crijevima,
koji se odnose na promjenu sastava i funkcije mikrobioma. Njihova primjena je pokazala
pozitivne ucinke na razli¢ite bolesti kao §to su NEC, IBS, ekcem i druge. Ipak, potrebno je bolje
poznavanje u¢inaka probiotika na mikrobiom, kako bi se za odredenu bolest mogao upotrijebiti
tocno odredeni soj probiotika. Imaju¢i ovo u vidu, istrazivanja u buducnosti bi se trebala
usmjeriti na otkrivanje ucinaka probiotika na mikrobiom. Ove studije bi mogle ukljucivati
ispitivanje kompozicije mikroba u in vitro modelima, humaniziranim animalnim modelima,
koji sadrzavaju bakterije karakteristicne za ljude i klini¢ke studije koje bi odredivale u¢inke na
humani mikrobiom prac¢ene administracijom probiotika. Ispitivanje promjena u kompoziciji
moglo bi takoder biti prosireno na ispitivanje promjena u funkciji mikrobioma pomocéu
metagenomike. Razumijevanjem kako probiotici mijenjaju specifi¢ne funkcije u mikrobiomu
na razli¢itim mjestima u tijelu, selekcija sojeva probiotika bi mogla biti optimizirana za

specifi¢nu bolest.?
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Ono S$to danas znamo jest da se primjena probiotika treba zapoceti u doba kada je mikrobiota
u razvoju, a ne kada je ona ve¢ formirana. To podrazumijeva primjenu probiotika u fetalnom
razvoju i u ranom dojenackom razdoblju, §to mozemo uzeti u razmatranje kao obecavajucu
intervenciju u smanjenju pojavnosti autoimunih i alergijskih bolesti, kao i pretilosti i

metaboli¢kih poremecaja.t?
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. ZAKLJUCAK

Mikrobiota sudjeluje u metabolickim, fizioloskim i imunoloskim funkcijama u tijelu, a
uz to 1 Stiti od patogenih mikroorganizama.

Smatra se da disbioza, odnosno abnormalan sastav mikrobiote, moze dovesti do razvoja
raznih alergijskih, autoimunih 1 metabolickih bolesti, kao Sto su atopijski dermatitis,
astma, Secerna bolest tipa 1, pretilost, neke gastrointestinalne i neurorazvojne bolesti.
Vanjski ¢imbenici koji djeluju na sastav mikrobiote, jesu prenatalni utjecaji, nacin
poroda, dojenje, prehrana, antibiotici i stres.

Probioticima mozemo djelovati na sastav i funkciju mikrobioma, a oni se prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji definiraju kao: ,, Zivi mikroorganizmi, Kkoji
primijenjeni u adekvatnoj koli¢ini imaju povoljne uéinke na zdravlje domacina‘.
Primjena probiotika trebala bi zapoceti za vrijeme trudnoce ili u rano dojenacko doba
kako bi se vidjeli rezultati na prevenciju bolesti, jer je to period u kojemu se sastav
mikrobiote najintenzivnije mijenja.

Danas se transplantacija mikrobiote koristi kod rekurentne infekcije C.dificille, a smatra
se da ¢e se transplantacijom mikrobiote u buduénosti posti¢i uspjesi u lijecenju upalnih
bolesti crijeva, sindroma iritabilnog kolona, pretilosti, anoreksije nervoze, alergija na
hranu, kao i1 neurodegenerativnih i neurorazvojnih poremecaja

Metagenomika ¢e nam omoguciti bolje razumijevanje funkcije mikrobioma i efekata
probiotika na mikrobiom, §to je klju¢no za shvacanje mehanizama nastanka bolesti kao

1 za odabir pravog soja probiotika za odredenu bolest.
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7. SAZETAK

Ako uzmemo u obzir koliko bakterija nastanjuje na$ organizam, vrlo je jednostavno zakljuciti
da one igraju vaznu ulogu u njegovu razvoju i funkcijama. Bakterije sudjeluju u metabolickim,
fizioloskim i imunoloskim funkcijama, tako da poremecaj sastava mikrobiote dovodi do

poremecaja tih funkcija, odnosno do razvoja raznih bolesti.

Probiotici su u brojnim studijama pokazali povoljno djelovanje na neke dje¢je bolesti.
Uglavnom su to bolesti gastrointestinalnog sustava, kao §to su nekrotizirajuéi enterokolitis,
sindrom iritabilnog kolona, i akutni gastroenteritis. Postoje i mnoge bolesti dje¢je dobi kod
kojih su istrazivanja pokazala mogucu ulogu mikrobiote u razvoju, medutim nedostaju
kvalitetne studije koje bi dokazale djelotvornost probiotika u njihovoj prevenciji. Neke od njih
jesu alergijske bolesti kao $to su atopijski dermatitis i astma, metabolicke, kao §to je pretilost,

autoimune poput dijabetesa mellitusa tipa 1, te neurorazvojne bolesti, kao $to je autizam.

Nasa znanja o funkcijama mikrobiote brzo napreduju, te se otkriva puno novih bolesti kojima
bi disbioza bakterija mogla biti okida¢ za razvoj. Nove tehnologije su nam omogucile da
mozemo odrediti koli¢inu bakterija u naSem organizmu, kao i1 prepoznati vecinu bakterijskih
vrsta koje se nalaze u ljudskom tijelu. Takoder, pomocu novih tehnika karakteriziranja
mikrobiote moZemo odrediti 1 funkcionalni kapacitet bakterija. Ipak, iako nasa znanja brzo
napreduju, postoji jo§ mnogo rupa u poznavanju funkcionalnog kapaciteta mikrobioma, koje

tek trebamo popuniti.

Klju¢ne rijeci: mikrobiom, mikrobiota, atopijske bolesti, pretilost, dijabetes mellitus tip 1,

autizam
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8. SUMMARY

If we consider how many bacteria inhabit our organism , it is easy to conclude that they play an
important role in its development and functions. The bacteria are involved in the metabolic,
physiological and immunological functions, so disorder of the microbiota composition leads to

disruption of these functions, or to the development of various diseases .

Probiotics have shown beneficial effects in numerous studies, on some children's diseases .
These are mostly diseases of the gastrointestinal system, such as necrotizing enterocolitis,
irritable bowel syndrome , and acute gastroenteritis. There are also many childhood diseases
for which studies have shown the possible role of microbiota in the development, but there is
lack of quality studies to prove the efficacy of probiotics in the prevention of these diseases.
Some of them are the allergic diseases, such as atopic dermatitis and asthma, metabolic, such
as obesity, autoimmune, such as diabetes mellitus type 1 and neurodevelopmental diseases such

as autism.

Our knowledge about the functions of microbiota is rapidly progressing, and a lot of new
diseases for whose development dyshiosis of bacteria may be a trigger, are discovered. New
technologies have enabled us to determine the amount of bacteria in our bodies , as well as to
recognize most of the bacterial species that we can found in the human body. Also, using new
techniques to characterize the microbiota we can determine the functional capacity of bacteria.
However , although our knowledge is making rapid progress, there are still many gaps in

knowing the functional capacity of the microbiome, which need to be filled.

Key words: microbiome, microbiota, allergic diseases, diabetes mellitus type 1, obesity, autism
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