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Popis skrac¢enica i akronima:

ADHD- engl. Attention Deficit Hyperactivity Disorder, poremecaj pozornosti s

hiperreaktivnoséu

CD- engl. Chron's disease, Chronova bolest

CFU- engl. Colony-forming Unit, jedinica koja formira koloniju

DNA- engl. Deoxyribonucleic Acid, deoksiribonukleinska kiselina

HLA- humani leukocitni antigen

IBD- engl. Inflammatory Bowel Disease, upalna bolest crijeva

IC- engl. Inteminate colitis, nerazvrstani kolitis

MTT- engl. Microbiota Transfer Therapy

NEC- engl. Necrotizing Enterocolitis, nekrotiziraju¢i enterokolitis

NGS- engl. Next Generation Sequencing, sekvenciranje slijedece generacije

PCDAI- engl. Pediatric Chron's Disease Index, indeks aktivnosti Chronove bolesti u

pedijatrijskoj dobi

TLR- Toll-like receptor

TNF-a — engl. Tumour Necrosis Factor a, faktor tumorske nekroze o

UC- engl. Ulcerative colitis, ulcerozni kolitis

VEO-IBD - engl. Very Early Onset-Inflammatory Bowel Disease, upalna bolest crijeva vrlo

ranog pocetka



1. Uvod

Ljudski probavni sustav dom je velikom broju bakterija koje Zive u simbiozi s njihovim
domac¢inom. One imaju vaznu ulogu u regulaciji pravilnog rasta i razvoja tokom dojenacke
dobi i djecje dobi, ali isto tako i prije samog rodenja. Dugo se smatralo da se mikrobiota stjece
tijekom i nakon poroda, no novija istrazivanja govore u prilog sticanju mikrobiote in utero i
povezuju je s mikrobiotom placente i uterusa. Neke od funkcija koje obavlja mikrobiota su
sinteza esencijalnih nutrijenata (npr. vitamin K), metabolizam dijetalnih vlakana u
kratkolanc¢ane masne kiseline te regulacija pravilnog razvoj imunoloskog sustava.(1, 2)
Obzirom na sve uloge koje ima gastrointestinalna mikrobiota, njena disregulacija, odnosno
pojavom disbioze sve njene uloge su promijenjene Sto dovodi do imunoloske disfunkcije 1
razvoja mnogih bolesti u ranoj djecjoj ali 1 odrasloj dobi. Disbioza se povezuje s nastankom
sindroma iritabilnog crijeva, upalnih bolesti crijeva, astmom, pretiloS¢u, neuroloskim

bolestima i mnogim drugima. (1-3)

2. Svrha rada

Rezultati brojnih recentnih studija ukazuju na Einjenicu kako promjene mikrobiote
rezultiraju aktivacijom imunoloskog sustava i1 posljedi¢no razvojem mnogih intestinalnih, ali 1
ekstraintestinalnih oboljenja. Upravo iz tog razloga, cilj ovog rada je prikazati razvoj
mikrobiote novorodenceta i faktore koji utjeCu na njen sastav. Nadalje, cilj ovog diplomskog
rada je ukazati na povezanost razvoja disbioze s razvojem razli¢itih oboljenja u kasnijem
zivotu, sukladno dosadasnjim spoznajama. Predstavljaju se potencijalne intervencije kojima
se utjece na sastav mikrobiote novorodenceta s ciljem prevencije bolesti ali i moguénost da se

u svrhu rane dijagnostike koriste obrasci promjena u mikrobioti u odredenim bolestima.



3.Pregled literature na zadanu temu
3.1. Mikrobiota

Ljudska mikrobiota broji oko 3.8x 10'%® mikroorganizama, §to znadi da je omjer
bakterijskih stanica naspram stanica ljudskog organizma 1:1. Samo u crijevima, koja ujedno
¢ine 1 organ najgusce naseljen mikroorganizmima, prisutno je vise od 500 bakterijskih vrsta.
(3) Broj i raznolikost tih bakterija razlikuje su izmedu pojedinih dijelova crijeva.
Najznacajniji ¢imbenici koji utjeCu na raznolikost bakterija u crijevu su pH, peristaltika,
prisutnost nutrijenata i koli¢ina imunoglobulina u sluzi. Shodno tome, najveci broj bakterija
prisutan je u debelom crijevu, zbog neutralnog pH i sporog prolaska sadrzaja kroz lumen

debelog crijeva. (2)

Prisutni mikroorganizmi ostvaruju simbiotski odnos s domacinom te imaju nekoliko
vitalnih funkcija. Najvaznija uloga je zaStita od kolonizacije patogenim bakterijama. Taj efekt
postizu produkcijom bakteriocina, kompeticijom za nutrijente ali i stimulacijom urodene
imunosti domacina aktivacijom npr. Toll-like receptora ( TLR). Druga vazna uloga crijevne
mikrobiote je metabolicka. Ostvaruje se putem fermentacije neprobavljivih ugljikohidrata $to
utjee na apsorpciju elektrolita i vode, proliferaciju stanica, sekreciju hormona i aktivaciju
imunoloskog sustava. Konacno, mikrobiota sudjeluje u razvoju i sazrijevanju stanicno

posredovane imunosti te nakon sazrijevanja sudjeluje u njezinoj modulaciji. (2, 3)
3.2. Mikrobiota u trudno¢i

Ljudska mikrobiota sastoji se od stotina razli¢itih vrsti mikroorganizama koje najveéim
djelom cine bakterije, no ukljucuje i viruse i gljive. Ti mikroorganizmi ostvaruju simbiozu s
domacinom 1 imaju vazne metabolicke, imunoloske i1 endokrine u¢inke na ljudski organizam.
Kao i svaki drugi dio ljudskog organizma, i mikrobiota doZivljava promjene tokom ljudskog

zivota.(1) Na nju utjecu razni ekstrinzi¢ni faktori, kao $to su promjene u prehrani i primjena
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antibiotika, ali 1 intrinzi¢ni faktori kao $to su imunoloske 1 hormonalne promjene. Imajuci na
umu ove ¢injenice, nije zacudujuée niti saznanje da do velikih promjena u mikrobioti dolazi
tijekom trudnoce, s obzirom na to da je trudnoca slozen fizioloSki proces kojeg prate
simultane hormonalne, imunoloske i metabolicke promjene. Dapace, te specificne promijene
mikrobiote vazne su za odrzavanje trudnoce i pravilan razvoj fetusa 1 utjeCu na sastav

mikrobiote novorodenceta.(4)
3.2.1. Vaginalna mikrobiota u trudno¢i

Zenski se reproduktivni sustav u trudno¢i mijenja u svrhu zastite ploda, te sukladno s
time nastupaju i promjene u vaginalnoj mikrobioti.(5) Usprkos poc¢etnim promjenama sastava
vaginalne mikrobiote u trudno¢i, daljnjim tijekom trudnoce vaginalna mikrobiota kvalitativno
i kvantitativno ostaje stabilnog sastava, §to se objaSnjava promjenama u seksualnom

ponasanju i izostankom menstrualnih ciklusa.(6)

Opcenito,dolazi do smanjenja raznolikosti mikrobiote s predominacijom Lactobacillus
spp.(7) Laktobacili su bakterije koje stvaranjem mlijecne kiseline snizavaju vaginalni pH i
povecavaju vaginalnu sekreciju i tijekom i izvan trudnoce, te na taj nacin spreavaju porast
broja patogenih bakterija te nastanak bakterijske vaginoze.(8) U vagini trudnica dokazano je
nekoliko vrsta laktobacila, no ¢ini se kako nisu sve vrste laktobacila povezane s normalnom
vaginalnom mikroflorom u trudnoéi. Tako L. crispatus promice stabilnost normalne vaginalne
mikroflore dok L. gasseri i L. iners predisponiraju vaginalnoj disbiozi. To sugerira da u
odredenom broju zena obrana genitalnog sustava od patogenih bakterija koju ¢ine laktobacili
nije adekvatna kao Sto bi se dalo zakljuciti ako se promatra samo prisutnost koljena
Lactobacillus,te je za precizniju procjenu bolje uzeti u obzir broj pojedinih vrsta

laktobacila.(9)



lako je to dominantna bakterijska vrsta, ostatak mikrobiote izrazito varira medu
trudnicama ovisno o etnicitetu trudnice, dobi, geografskom polozaju i mnogim drugim
faktorima.(7) Nizozemska studija provedena na 610 Zena koje pripadaju u jednu od Sest
velikih etni¢kih skupina prikazala je kako postoji razli¢ita predominacija bakterijskih vrsta
vaginalne flore medu ispitivanim etnickim skupinama. (Slika 1) Usprkos tom i drugim sli¢nim
istrazivanjima koja su povezala odredene tipove vaginalne mikroflore 1 odredene etnicke
skupine, i dalje ostaje nepoznanica je li ta povezanost uzrokovana sociodemografskim,
bihevioralnim, genetskim ili okoliSnim ¢imbenicima. (10) Rezultati studije provedene u
Finskoj povezuju sastav vaginalne mikrobiote s dobi i stupnjem obrazovanja, pa su tako Zene
kod kojih postoji predominacija L. crispatus bile mlade i s viSim stupnjem obrazovanja nego
zene s predominacijom L. iners za koje smo ve¢ naveli da predisponiraju razvoju bakterijske
vaginoze..(11)Ako uzmemo u obzir da novorodence porodom prolazi vaginalnim kanalom i
da na taj nacin dolazi do kolonizacije djeteta vaginalnom mikrobiotom, onda sukladno tome
zaklju€ujemo kako svi navedeni faktori koji utjeCu na promjene vaginalne mikrobiote u

trudno¢i utjecu 1 na mikrobiotu novorodenceta.

60 1

40

20 i i i
0-

Total South Asian  African- ; ;
: Dutch y ; Ghanaian Turkish Moroccan
population (n=99) Surinamese Surinamese (n=74) (n=81) (n=92)

(n=546) (n=91) (n=109)

VMB groups

L. crispatus-dominated

L. iners-dominated

Other Lactobacillus-dominated

1

Polybacterial GV-containing VMB

prevalence (%)

G. vaginalis-dominated
Other VMB groups

Slika 1. Prevalencija bakterijskih vrsta u vaginalnoj mikrobioti u razli¢itim

etni¢kim skupinama (10)



3.2.2. Crijevna mikrobiota u trudnodi

Razli¢ite promijene u gastrointestinalnoj mikrobioti zabiljezene su tijekom trudnoce. Do
treCeg trimestra trudnoce prati se smanjenje raznolikosti bakterijskih vrsta, s predominacijom
bakterija koljena Proteobacteria i Actinobacteria. Ono $to je jo$ zanimljivije je smanjenje
broja Faecalibacterium koje produciraju butirate protuuplanog ué¢inka.(12) Taj isti obrazac
pojavljuje se u zena koje nisu trudne a imaju metabolicki sindrom. Ta dva stanja, metabolicki
sindrom 1 trudnocu, povezuju neke zajednicke karakteristike kao Sto su povecanje tjelesne
mase, inzulinska rezistencija, povisene vrijednosti glukoze u krvi i vece koncentracije
proupalnih ¢imbenika u krvi.(5) No, za razliku od bolesnika s metaboli¢kim sindromom, U
trudno¢i ove su pojave pozeljne, obzirom da osiguravaju adekvatan transfer energije za rast i
razvoj fetusa.(4) Obzirom da se crijevna mikrobiota mijenja trajanjem trudnoce niti ovaj
metaboli¢ki u¢inak nije jednako izrazen u sva tri trimestra. Sukladno tome, udio proupalnih
bakterija raste od prvog ka tre¢em trimestru trudnoce. ( Tablica 1 ) Kada su se fekalni uzorci
Zena u treCem trimestru trudnoce prenijeti u germ-free miseve, pokazalo se da dolazi do jaceg
debljanja i inzulinske rezistencije nego kod prenosSenja uzoraka Zena u prvom trimestru

trudnoce.(12)

Zdravstveno stanje trudnice koje mijenja njenu gastrointestinalnu mikrobiotu utjee i na
sastav mikrobiote novorodenceta. Tako Zene koje su bile pretile prije trudnoce i1 one koje su
postale pretile tokom trudnoée u crijevnoj mikrobioti imaju smanjen broj bifidobakterija i
povecan broj stafilokoka, Bacterioides 1 Enterobacteriacea. Slican je obrazac
mikroorganizama prisutan 1 u fekalnim uzorcima njihove novorodencadi. Takve promijene
mikrobiote su prediktivne za razvoj pretilosti u djetinjstvu ali i nekih drugih bolesti kao $to su
npr. alergijske bolesti §to znaci da sastav crijevne mikrobiote majke moze utjecati na razvoj

bolesti u njihove djece.(5)



Tablica 1. Udio proupalnih bakterijskih koljena izoliranih iz fekalnih uzoraka u prvom
i treCem trimestru trudnoce

*T1, prvi trimestar (13,84 + 0,16 tjedana); T3, treéi trimestar (33,72+0.12 tjedana)(12)

T1* T3*
Proteobacteria 0,73% 3,2%
Acinetobacteria 5,1% 9,3%

3.2.3. Mikrobiota placente

Sterilnost placente istrazuje se ve¢ gotovo 150 godina. Konaéno, drugom polovicom 20.
stoljea postignut je konsenzus da je placenta sterilna. Tada je ustanovljeno kako se
mikrobiota novorodenceta stje¢e tokom poroda od majke i nakon poroda iz okoline te je ova
teorija nazvana ,,paradigma sterilne maternice” ( engl. Sterile womb paradigm).(4) U vecini
istrazivanja kojima se potvrdila ta paradigma koristile su se tradicionalne metode kao $to su

kultivacija bakterija i mikroskopija.(13)

No, u poslijednje vrijeme, napretkom medicine i razvojem molekularnih metoda kao §to
je sekvenciranje slijedeCe generacije (NGS, engl. Next gerenation sequencing), ponovno se
pocelo sumnjati u valjanost tvrdnji o sterilnosti placente. Hipoteza takvih studija je kako niti
placenta, niti amnionska tekuéina,a niti sam fetus nisu sterilni te kako proces kolonizacije
novorodenceta pocinje jo$ in utero s placente koja ima svoj mikrobiom.(13) Upravo je jedna
takva studija provedena na viSe od 300 ispitanica, gdje se sekvenciranjem slijedece generacije
dokazala postojanja bakterija u placenti. Taj mikrobiom ukljucivao je Fusobacerium spp.,
Neisseria lactamica, Naisseria polysaccharea, Propionibacterium acne, Bacterioides spp.
itd.(14) Navedena mikrobiota najviSe je slicna oralnoj mikrobioti majke §to i ne iznenaduje

previSe ako uzmemo u obzir da su se periodontalne bolesti povezivale s poviSenim rizikom od




porodajnih komplikacija. Takvi rezultati nagnali su autore na razmi$ljanje o hipotetskom

hematogenom nacinu prijenosa bakterija od usne Supljine majke do placente(4, 15)

No, i ovo istrazivanje, kao i vecina sli¢nih ima nekoliko ograni¢enja. Ukoliko se i
dokaze prisutnost bakterija uglavnom se radi 0 vrlo maloj biomasi te postoji moguc¢nost da se
radi o kontaminaciji prilikom uzimanja uzorka. Takoder, iako se bakterije dokazu
molekularnim metodama, uglavnom se ne uspijevaju potvrditi klasiénim metodama. Najée$¢i
uzrok toga je Sto iako se molekularnim metodama moze dokazati prisutnost bakterijske DNA,
to ne mora znaciti 1 prisutnost vijabilnih bakterija. Upravo je prisutnost Zivih bakterija klju¢na
kako bi se opovrgnula paradigma sterilne placente obzirom na to da epitel placente posjeduje
anatomska i imunolo$ka antimikrobne svojstva. (13) Osim tih, postoje mnogi drugi limiti u
istrazivanju placentarne mikrobiote Sto i dalje na vodecoj poziciji ipak ostavlja hipotezu

sterilne placente.

3.3. Kolonizacija novorodenceta mikrobiotom

Kako je ranije navedeno, dugi niz godina vrijedilo je misljenje da kolonizacija
novorodenceta bakterijama zapocinje pucanjem plodovih ovoja, obzirom na to da se smatralo
kako fetus Zivi u sterilnim uvjetima. No, mnoga nedavna istrazivanja otvorila su mogu¢nost
kolonizaciji fetusa in utero potkrepljujuci hipotezu o postojanju placentarnog mikrobioma ali i
mikrobioma amnionske tekuc¢ine i pupcane vrpce. Jedno od tih istrazivanja je randomizirana,
dvostruko slijepa, placebom kontrolirana studija koja je pokazala da primjernom probiotika u
trudnice dolazi do promjene u ekspresiji gena za Toll-like receptore placente i fetalnih
crijeva.(16) To svakako sugerira da na ekspresiju gena i aktivaciju imunoloskog sustava u
fetalnim crijevima ima utjecaj kontakt s mikrobima jo$ in utero. Usprkos mnostvu takvih i

slicnih istrazivanja ovo je i dalje kontroverzna tema. (1)



3.3.1. Cimbenici Koji utje¢u na kolonizaciju novorodenceta

Sasvim je sigurno kako kolonizacija crijeva novorodenceta napreduje rapidno rupturom
membrana .(3) Kolonizacija dakako ovisi 0 mnogim perinatalnim ¢imbenicima kao $to su
na¢in poroda novorodenceta, prehrana trudnice i prehrana novorodenceta, gestacijska dob
prilikom rodenja, primjena antibiotika intrapartalno i postpartalno ali i o raznim okoliSnim
¢imbenicima kao S§to su socioekonomski status majke, geografski polozaj ili izlozenost

kuénim ljubimcima (Slika 2).(3, 17)

Mode of nutritional provision Mode of delivery
Cesarean Vaginal

Breast- Diet
feeding v formula
Pre-probiotic 1
supplement At
= —
- _} E
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————

Maternal infection
Maternal disease  Maternal stress Environmental Antibiotics

{©

Slika 2. Faktori koji utje¢u na razvoj mikrobiote novorodenceta (18)
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3.3.1.1. Nacin poroda

Najpoznatiji ¢imbenik u akviziciji mikrobiote novorodenceta je nacin poroda.
Novorodencad koja se rada carskim rezom dolazi u kontakt s mikroorganizmima s drugacijih
anatomskih lokacija nego novorodencad rodena vaginalnim putem. Tijekom poroda carskim
rezom prvi kontakt se ostvaruje s bakterijama iz okoliSa u koji uglavnom spada zrak i
medicinsko osoblje te majcina koza. Za razliku od toga, novorodence rodeno vaginalnim
putem prvenstveno dolazi u kontakt s vaginalnom i crijevnom mikrobiotom majke kao $to su
Lactobacillus, Prevotella, i Sneathia spp..(3) Vecina istrazivanja pokazala je da se mirkobiota
dojencadi razlikuje u ovisnosti o nacinu poroda sve do kraja prve godine zivota kada
karakteristike mikrobiote postaju sli¢nije neovisno o naéinu poroda. Neke razli¢itosti ipak
perzistiraju i nakon prve godine Zivota, §to se ne moze smatrati beznac¢ajnim ako se uzme u
obzir da je u Hrvatskoj prema Hrvatskom Zavodu za Javno Zdravstvo 2018. godine 24,39%

djece porodeno carskim rezom.(19, 20)

3.3.1.2. Prehrana novorodencdeta i socioekonomski ¢imbenici

Druga determinanta o kojoj ovisi kolonizacija gastrointestinalnog sustava je tip prehrane
novorodenceta. Crijevna mikrobiota djece koja su isklju¢ivo dojena pokazuje predominaciju
bakterijskih vrsta kao $to su Bifidobacterium, Lactobacillus i Staphyloccocus koje imaju
poznate pozitivne ucinke na zdravlje.(21) Suprotno tome, crijevna mikrobiota novorodencadi
hranjena mlijenim formulama sadrzi bakterijske vrste povezane s proinflamatornim
ucincima, kao $to su Roseburia, Clostridium i Anaerostipes spp. (21) Ucinak maj¢inog
mlijeka pripisuje se kompleksnim neprobavljivim oligosaharidima koji postaju supstrati
mikroorganizmima u crijevu,odnosno djeluju kao prebiotici i tu pospjesSuju rast odredenih

bakterijskih vrsta.(3, 21-23)



Takoder, novija istrazivanja prikazuju prisutnost laktobacila 1 bifidobakterija u
majéinom mlijeku u koligini od 10*-10° CFU/mI . (24) No, i prebiotska i probiotska svojstva
maj¢inog mlijeka podloZzna su raznim utjecajima kao $to su dob majke, majéin indeks
tjelesne mase i geografska lokacija. U ovisnosti o navedenim faktorima, mijenja se i sastav
mikrobiote novorodenceta.(25) Osim S$to su dokazane razlike u mikrobioti djece na velikim
geografskim udaljenostima, provedene su i studije u kojima se ukazuje na razli¢itost
mikrobiote medu novorodencadi nekoliko jedinica neonatalne intezivne njege u relativnoj

blizini. (26)

Usporedbom mikrobiote isklju¢ivo dojene novorodencadi iz zemalja u razvoju i s onom
isklju¢ivo dojene novorodencadi iz industrijaliziranijih zemalja zakljuéeno je kako mikrobiota
djece iz razvijenih zemalja sadrzi manji broj bifidobakterija u odnosu na crijevnu mikrobiotu
djece iz zemalja u razvoju, $to se u konacnici povezuje s povecanim rizikom za razvoj
dijabetesa melitusa tipa 1 i alergijskim bolestima.(5) Mogu¢nost da bioraznolikost zivotnog
prostora trudnice i novorodenceta utjeCe na bioraznolikost mikrobiote novorodenceta predmet
je ispitivanja mnogih studija. Tako se pokazalo da novorodencad trudnica koje su bile
izloZzene krznenim kuénim ljubimcima imaju vecu mikrobioloSku raznolikost u uzorku

mekonija bez obzira na na¢in poroda, perinatalnu primjenu antibiotika ili probiotika.(17)
3.3.1.3. Gestacijska dob

Gestacijska dob prilikom rodenja vazan je ¢imbenik koji utjece na kolonizaciju crijeva
mikroorganizmima. Studije su pokazale znacajnu razliku u mikrobioti prijevremeno rodene
djece i1 zdrave djece rodene u terminu poroda.(3) Mekonij nedonosceta sadrzi uglavnom
bakterije vrste Enterobacter, Enerococcusi Clostridium.(27) Ovakav sastav mikrobiote i
razlike u odnosu na zdravu novorodenc¢ad moze se pripisati ¢injenici da su ta djeca porodena

uglavnom carskim rezom, brzo se odvajaju od majki, ranu neonatalnu dob provode u
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jedinicama intenzivnog lijeCenja, hrane se mlijecnim formulama i Cesto primaju antibiotike

Sirokog spektra. (1, 3)

3.3.1.4. Primjena antibiotika

Primjena antibiotika intrapartalno ili u ranom neonatoloskom razdoblju,ali i same
infekcije, takoder utjeCu na akviziciju mikrobiote. Primjena antibiotika utjece tako da
smanjuje bioraznolikost mikrobiote i uocava se pojacan rast potencijalno patogenih bakterija
koje su rezistentne na antibiotike.(3, 28-33) No, izgleda da te promjene mikrobiote nisu trajne.
Kada su se fekalni uzorci dojencadi izlozene antibioticima usporedili s fekalnim uzorcima te
iste djece nakon dojenacke dobi, usprkos toj prethodnoj primjeni antibiotika sveukupna je
rezistencija mikrobiote na antibiotike bila smanjena i doslo je do povecéane raznolikosti
mikroorganizama. To sugerira da promjene u mikrobiote uzrokovane primjenom antibiotika
ipak nisu uvijek trajne. Usprkos tome, dugoroéne posljedice rane izlozenosti antibioticima
kao $to su povecan rizik za razvoj preuhranjenosti i pretilosti u kasnijoj djec¢joj dobi i dalje

postoje. (34)

3.4. Crijevna mikrobiota novorodenceta i gastrointestinalni poremecaji

3.4.1. Nekrotizirajuéi enterokolitis

Nekrotizirajuéi enterokolitis (NEC, engl. necrotizing enterocolitis) jedna je od najcesc¢ih
komplikacija prematuriteta. U faktore rizika za razvoj nekrotizirajuceg enterokolitisa ubrajaju
se prematuritet, prehrana mlijeénom formulom i primjena antibiotika. Kao posljedica
hipoksije, prematuriteta i sepse razvija se ishemija crijeva koja dovodi do nekroze stijenke
koja moze biti pracena perforacijom i razvojem peritonitisa. Usprkos intenzivnoj neonatalnoj
skrbi prevalencija smrtnosti kod nekrotiziraju¢eg enterokolitisa je i dalje 20-30%.(2, 35) Neki
od klini¢kih kriterija za dijagnozu bolesti su distenzija crijeva, zastoj prolaza kroz probavni

trakt i retencija zeluCanog sadrzaja, krv u stolici, letargija i hipoperfuzija s prisutnosé¢u
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pneumatoze crijeva na rendgenogramu trbusnih organa.(35) Bolest je fulminantnog tijeka te
nerijetko zahtjeva intenzivnu terapiju a ¢ak i ukoliko je lije¢enje uspje$no nerijetko ostaju

trajne poslijedice u vidu stenoze crijeva.

Povezanost mikrobiote novorodenceta s nastankom enterokolitisa uvelike se istrazuje u
svrhu koriStenja tih saznanja u ranijoj dijagnostici, ali 1 prevenciji razvoja nekrotizirajuceg
enterokolitisa. Mnoge studije dokazale su povezanost razvijanja NEC-a i predominacije
bakterijskog roda Enterobacteriaceae u stolici novorodencadi. Jedna takva studija provedena
na uzorcima stolice 40 prijevremeno rodene djece, od kojih je kasnije 11 razvilo NEC
dokazala je povecanu prisutnost dviju vrsta iz tog roda u djece koja su razvila tu
komplikaciju: Klebisella pneumoniae i Citrobacter koseri. Takoder, u te nedonoscadi
detektirana je smanjena bioraznolikost crijevne mikrobiote.(26) Velika meta-analiza u koju je
ukljuéeno 14 studija pokazala je smanjen broj bakterija Firmicutes i Bacteriodetes u
nedonoscéadi prije nego su razvili NEC.(36) Ovi rezultati potencijalna su osnova razvoja

biomarkera za raniju dijagnozu ili pak skrininga rizi¢éne novorodencadi na NEC.

Moguénost da se razvoj nekrotizirajuceg enterokolitisa sprije€i primjenom probiotika
uvelike se istrazuje. (37) Nacin na koji bi probiotici mogli prevenirati razvoj NEC-a temelji se
na osnovnim mehanizmima djelovanja probiotika kao §to su: djelovanje na gensku ekspresiju,
stvaranje butirata koji prehranjuju kolonocite te obnavljaju epitelnu barijeru, te na navedene
ali i jos mnoge druge nacine spreavaju porast patogenih bakterija. Naj¢eS¢e primjenjivani
probiotici koji su pokazali klini¢ki znacajan u¢inak sadrze bifidobakterije i/ili laktobacile.(38)
Usprkos meta-analizama koje prikazuju uspjeSnost terapije probioticima, i dalje postoje
otvorena pitanja koja se tiCu prakti¢ne primjene probiotskih preparata o kojima ovisi uspjeh
lijeCenja, a to su: manjak kontrole kvalitete proizvoda, terapijska doza, dob zapocinjanja i

duljina trajanja terapije.(37) Mjesta u prevenciji i terapiji nekrotizirijaju¢eg enterokolitisa za
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primjenu probiotika zasigurno ima, no potrebno je jo$ studija u kojima e se ispitati prije

navedena pitanja.

3.4.2. Upalne bolesti crijeva

Glavna karakteristika upalnih bolesti crijeva (IBD, engl.inflammatoy bowel
disease)kroni¢na je upala gastrointestinalnog sustava s varijabilnim periodima remisije i
egzacerbacije. Klini¢ki upalna bolest crijeva obuhvaca tri klini¢ka entiteta: Chronovu bolest
(CD, engl. Crohn's disease) i ulcerozni kolitis ( UC, engl. ulcerative colitis) te nerazvrstani
kolitis (IC, engl. interminate colitis). Vodec¢i simptomi u odraslih sudijareja, krvave stolice,
bol u abdomenu i gubitak tjelesne mase, dok su kod djece ¢es¢i nespecifiéni simptomi poput
anemije i zaostajanja u rastu. Etiologija bolesti je nerazjasnjena, a patogenezu Cini interakcija
genetickih ¢imbenika, promijenjenog imunoloskog odgovora sluznice na mikroorganizme,

disrupcije sluzni¢ne barijere i okoli$nih ¢imbenika.(2, 31, 39)

lako postoje brojne studije u kojima se istrazuju uzroci upalnih bolesti crijeva odraslih,
vrlo je malo onih koja istrazuju uzroke upalne bolesti crijeva vrlo ranog pocetka (VEO-IBD,
engl. very early onset inflammatory bowel disease). VEO-IBD definira se pojavom bolesti
prije Seste godine zivota djeteta, Cesto s pozitivnom obiteljskog anamnezom na upalne bolesti
crijeva i rektalnim krvarenjem kao dominantnim simptomom. Uglavnom se kao uzrok ovome
entitetupredlazu nasljedni ¢imbenici. (39) No, postoji nekolicina istrazivanja u kojima se
istrazila promjena mikrobiote i promjena u imunoloskom odgovoru na gastrointestinalnu
mikrobiotu u sluznici kao uzrok ovih bolesti. Obzirom da se ulcerozni kolitis i Chronova
bolest preteZzito razvijaju u dijelu probavnog sustava koji ponajvise obiluje bakterijama upravo
je sastav mikrobiote tih djelova crijeva bio istraZivan. Bolesnici uglavnom imaju smanjenu
raznolikost mikrobiote s prevalencijom Clostridia, Bacteroides, Bifidobacteria i posebice E.

coli. (40, 41) Potonja nije Cesta u ljudi koji ne boluju od ovih bolesti.
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Pacijenti s upalnom bolesti crijeva imaju vise IgG protutijela i T limfocita na mukozi,
Sto ukazuje na supresiju lokalnih imunotolerancijskih mehanizama. (10) Mikrobiota zdravih
osoba producira kratkolan¢ane masne kiseline, stimulira imunoloski i1 lokalni ziv€ani sustav te
osigurava funkcionalnost epitelne barijere crijeva. Pojavom disbioze vecina tih protektivnih
ucinaka nestaje, te svi ¢imbenici koji mogu uzrokovati disbiozu crijeva umanjuju i zastitni
uc¢inak mikrobiote. Pretpostavka je da upotreba antibiotika u trudno¢i i u ranom dojenackom
dobu povecava rizik za pojavu VEO-IBD uzrokujuci smanjenu raznolikost bakterijskih vrsta i
nastanak disbioze. Studija provedena na vise od 800 000 djece pokazala je da postoji
povezanost izmedu primjene antibiotika u zadnjem trimestru trudnoce i razvoja Chronove
bolesti u djece, ali ne 1 ulceroznog kolitisa. Takoder, ta ista studija nije dokazala povezanost
primjene antibiotika u novorodencadi i povecanog rizika za razvoj VEO-IBD. (31)Vazno je
napomenuti kako je apsolutni rizik za razvoj VEO-IBD izrazito nizak te je antibiotici i dalje

trebaju biti primjenjivani u trudnica kada za to postoji indikacija.

Probiotici sprecavaju prerastanje bakterija, odrzavaju integritet mukozalne barijere tako
Sto poboljsavaju funkciju, stabilnost i indukciju T stani¢ne apoptoze. (2) Ta svojstva
probiotika koriStena su u svrhu regulacije imunosnog odogovora u bolesnika s upalnim
bolestima crijeva. Pokazalo se da upotreba probiotika koji sadrze E.coli, Nissle, 1917,
Bifidobacteria i Lactobacili GG pomaze u odrZanju remisije ulceroznog Kolitisa iako ne
pomaze u indukciji remisije bolesti. (42) Primjena Lactobacillus GG u dozi od 10'° CFU dva
puta dnevno tokom Sest mjeseci u djece s Chronovom boleS¢u dovela je do poboljSanja u
indeksu aktivnosti Chronove bolesti u pedijatrijskoj dobi (PCDAI, engl. Pediatric Crohn's
Disease Index).(43) Daljnja istrazivanja potrebna su kako bi se utvrdila efikasnost primjene
probiotika u upalnim bolestima crijeva, posebice Cronhovoj bolesti, ¢ija je incidencija medu

djecom u Hrvatskoj ipak ve¢a nego incidencija ulceroznog kolitisa. (44)
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3.4.3. Celijakija

Celijakija je imunosno posredovana bolest koja zahvaca tanko crijevo, a glavna joj je
karakteristika doZivotna intolerancija na gliadin i srodne prolamine. (2) Bolest se pojavljuje
u individua koji nose humani leukocitni antigen DQ2 ( HLA-DQ2) ili humani leukocitni
antigen DQ8 haplotip. Kao posljedica neadekvatnog imunoloskog odgovora na gluten
postepeno se razvija atrofija crijevnih resica s produbljenjem kripti. Glavne klinicke
karakteristike su nadutost, proljevi, malapsorpcijski sindrom, osteopenija, osteoporoza i
ekstraintestinalne manifestacije bolesti. (45, 46) Osnova terapije je iskljucenje namirnica koje
sadrze gluten iz prehrane ¢ime se postize klinicka i histoloska remisija bolesti. Procjenjuje se

da ¢e svako stoto novorodence razviti celijakiju tokom Zzivota.(47)

Uloga mikrobiote u patogenezi celijakije jo$ nije utvrdena. Iako se smatra da je
imunomodulatorni u¢inak crijevne mirkobiote potencijalno povoljan za ove pacijente, postoje
istrazivanja u kojima je dokazana redukcija u koli¢ini blagotvornih bakterija, posebice
Bifidobacterium i Lactobacillus, kod osoba koje su na bezglutenskoj dijeti.(48) Kod
novorodencadi koja imaju visoki genetski rizik za razvitak celijakije postoji poviSena
prisutnost B.fragilis i Staphylococcus spp. u crijevima, dok je broj Bifidobacterium spp. i B.
longum smanjena kao §to je ve¢ i navedeno. (49) Takoder, omjer Gram-pozitivnih naspram
Gram-negativnih bakterija pokazao se nizim kod lijecenih i nelijecenih bolesnika nego kod
kontrolnih skupina. (50) Medutim, iako se mikrobiota oboljelih od celijakije pokazala
promijenjenom u odnosu na kontrolne skupine, jedinstven obrazac mikrobiote za celijakiju jo§
uvijek nije ustanovljen te su daljnja saznanja o mikrobioti potrebna kako bi se mogla koristiti

u svrhu prevencije ove bolesti. (2, 45)

Pretpostavlja se da dojenje protektivno djeluje na razvoj ove bolesti zbog njegovog

modulatornog djelovanja na sastav mikrobiote, posebice u vidu poveéanja broja
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Bifidobacteria, te su na tu temu provedena mnoga istrazivanja koja imaju oprecne
rezultate.(22, 45) Studija provedena na 164 novorodencadi koja imaju HLA-DQ visokog
rizika prikazuje snizen broj Bifidobacterium spp. kod te novorodencéadi bez obzira na to §to
su hranjeni isklju¢ivo maj¢inim mlijekom, a isto je potvrdila jo§ jedna studija u kojoj se
usporedivalo 11 visokorizi¢ne novorodencadi i 11 novorodencadi niskoga rizika. (49, 51)
Trenutacni konsenzus je da dojenje 1 vrijeme uvodenja glutena u prehranu ne igraju znacajnu

ulogu u razvoju bolesti, no svakako su potrebna daljnja istrazivanja na ovu temu.

Drugi ¢imbenici koji mogu mijenjati mikrobiotu novorodenceta kao $to su tip porod
carskim rezom, infekcije i primjena antibiotika takoder se povezuju s razvojem celijakije,
posebice u djece s genetskom predispozicijom za razvoj bolesti. Primjena probiotika uz
bezglutensku dijetu pokazala se korisnom u smislu obnove crijevne mikrobiote u oboljelih,
smanjenje broja CD3* T limfocita i faktora tumorske nekroze a (TNF-a, engl. tumour
necrosis factor alpha), no znacajne klinicke manifestacije terapije probioticima jo§ nisu

ustanovljene. (45)
3.4.4. Konstipacija

Konstipacija je esto stanje u pedijatriji. Cini 3% razloga svih dolazaka lijeénicima primarne
zdravstvene zaStite te cCak 25% dolaska specijalistima pedijatrijske gastroenterologije.
Konstipacija oznaCava neredovitu defekaciju, obi¢no suhe ili tvrde stolice, koju moZe pratiti
napinjanje ili bol. U pedijatrijskoj medicini najée$¢e su uzorci funkcionalne naravi, sto znaci
da ne postoji organi uzrok konstipaciji. Faktori rizika za razvoj konstipacije razni su, te
ukljucuju ¢imbenike koji mogu biti dijetarni, psihosocijalni, medikamentozni i anatomski.

(52, 53)

Disrupcija crijevne mikrobiote smatra se etioloSkim faktorom u razvoju funckionalne

konstipacije u djece te je intervencija primjenom probiotika postala temom od interesa kada je
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u pitanju terapija funkcionalne konstipacije. Preduvijet za racionalnu i uc¢inkovitu primjenu
probiotika dakako je znanje o sastavu crijevne mikrobiote u djece koja imaju funckionalnu
konstipaciju. Obrazac bakterija djece s konstipacijom razlikovao se onoga zdrave djece u
kontrolnoj skupini te se sastojao od pove¢anog ukupnog broja klostridija u studiji provedenoj
na 42 djece, $to se moze definirati kao disbioza.(54) Ipak, vecina studija u kojima se istrazuje
sastav mikrobiote u djece daju opre¢ne rezultate, Sto se moze objasniti relativno dinami¢nom
mikrobiotom djece ali i1 razliCitim tehnikama koje su koriStene kako bi se okarakterizirala
mikrobiota.(54, 55) Unato¢ nekim razlikama, vecina studija provedenih na odraslima
prikazuje smanjenu koli¢inu Bifidobacterium i Lactobacillus genera a pove¢anim brojem
Bacterioidetes i Enterobacteriaceae. Gram negativne bakterija, u ¢iju skupinu pripadaju i
Enterobacteriaceae, sadrze endotoksin lipopopolisaharid koji uzrokuje usporeno praznjenje
zeluca, disfunkciu sfinktera i dismotilitet crijeva te samim time djeluju u prilog razvoja
konstipacije. Nasuprot tome, bifidobakterije, koje su se pokazale najéeS¢e zahvacenima
promjenom u osoba s konstipacijom, poti¢u motilitet crijeva i time spreavaju zastoj fekalnih

masa. (55)

Prilikom ispitivanja sastava mikrobiote dojencadi primijeeno je da prehrana mlije¢nim
formulama povecava rizik za razvoj konstipacije za 4.5 puta u usporedbi s dojencadi koja se
hrane dominantno majc¢inim mlijekom. (56) U djece koja su dojena, kao $to smo ve¢ naveli,
postoji predominacija Bifidobacterium spp., ponajvise zbog prebiotskog svojstva majcinog
mlijeka. Dodatak prebiotika u prehranu djece koje se hrane mlije¢cnom formulom povecava
ukupno koli¢inu Bifidocterium spp. te posljedicno tome i broj stolica. (2) Probiotici su
naveliko ispitivani u lije¢enju konstipacije,pa tako postoje studije u kojima se opisuje
poboljSanje simptoma primjenom odredenih bakterijskih vrsta u odraslih. Randomizirana
kontrolna studija provedena na dojenc¢adi mladoj od Sest mjeseci pokazala je povecanje broja

stolica 1 poboljSanje u konzistenciji stolice prilikom primjene mlije¢ne formule
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suplementirane LGG-om.(57)Sli¢ne rezultate imala je i studija u kojoj je primijenjen jogurt
obogacen Bifidobacterium longum.(2) S druge strane, takva pobolj$anja nisu primije¢ena
tokom primjene B. lactis i B.longum BL 999 na dojencadi u drugim studijama, $to uzrokuje

mnoge nejasnoce glede ucinka probiotika u ranijoj djecjoj dobi. (58).

3.4.5. Dijareja

Dijareja je simptom raznih intestinalnih ali i ekstraintestinalnih bolesti, koji je
karakteriziran vodenastim i neformiranim stolicama koje se javljaju vise od tri puta u danu ili
defekacijom volumena stolice veéeg od 200mL na dan.(2) Glavni je i najce$¢i simptom
akutnih gastroenteritisa te je temelj definicije istih. Akutni gastroenteritis karakterizira
smanjenje fekalne konzistencije i/ili povecanje broja stolica sa ili bez popratnog povracanja
koje obi¢no traje krac¢e od 7 dana. Zbog toga Cesta je popratna pojava dehidracija koja u djece
nastupa vrlo brzo ukoliko se ne vrsi rehidracija. Do dehidracije dolazi zbog promijene u

metabolizmu vode i sekreciji elektrolita kroz crijevnu sluznicu.

Najcéesca etiologija je infektivna, a glavni uzroénici su Rotavirusi te Campylobacter i
Salmonella. (59)Vrlo ¢est uzrok proljeva jei primjena antibiotika tekoja uzrokuje crijevnu
disbiozu. Kao dodatak terapiji dijareje,u svrhu regulacije crijevne disbioze, Kkoriste se
probiotici.(60) Mehanizam njihova djelovanja temelji se na oCuvanju crijevnog epitela te
smanjenju permeabilnosti istoga. Takoder, produciraju baktericide i natjeu se za nutrijente s
patogenim bakterijama zbog ¢ega sprecavaju njihov porast. Isto tako pospjesuju reapsorpciju
natrija u kolonocitima zbog produkcije kratkolancanih masnih kiselina. (61, 62) Najcesce
ispitivani mikroorganizmi su Lactobacillus GG i Saccharomyces boulardiikoji poseban
benefit imaju na prevenciju pojave dijareje povezane s primjenom antibiotika. Meta-analiza
podataka pet randomiziranih kontrolnih studija pokazala je kako primjena Saccharomyces

boulardiiuz primjenu antibiotika smanjuje rizik za razvoj proljeva uzrokovanog antibioticima
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sa 17,2% na 6,7%.(60) Kada se primjenjuju u visokim dozama ( >5 milijardi CFU na dan)
smanjuju trajanje proljeva u djece s rotavirusnom infekcijom iako nije zabiljezena redukcija u
volumenu fecesa.(63-65) Sto se ti¢e primjene drugih mikroorgnizama u lije¢enju proljeva jo§

ne postoje ¢vrsti dokazi o njihovoj u¢inkovitosti. (63)
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3.5. Crijevna mikrobiota novorodenceta i ekstraintestinalni poremecaji

3.5.1. Pretilost

Jedan od najvecih javnozdravstvenih problema danasnjice Svakako ¢ini pretilost. Sama
epidemija pretilosti razvila se kroz posljednja tri desetljeca (66), te se smatra da ce
prevalencija pretilosti do 2025. godine biti 20%, $to u apsolutnim brojkama znaci da ¢e vise
od milijarde ljudi biti izravno ugrozeno metabolickim posljedicama pretilosti. (67) Rizi¢na
podskupina medu pretilima su djeca, kod koje prevalencija pretilosti raste jednako kao i kod
odraslih. Pretila djeca postaju pretili odrasli s komplikacijama pretilosti kao $to su dijabetes
tipa 2, arterijska hipertenzija, nealkoholna masna bolest jetre, metabolicki sindrom i mnoga

druga druga stanja (Slika 3). (68)

Psychosocial
Poor selfesteem
Depression
Eating disorders

Neurological
Pseudotumor cerebri

Pulmonary
Sleep apnoea
Asthma
Exercise intolerance

Cardiovascular
Dyslipidaemia
Hypertension
Coagulopathy

Chronic inflammation
Endothelial dysfunction

Gastrointestinal
Gallstones
Steatohepatitis

Renal
Glomerulosclerosis

Endocrine

Type 2 diabetes

Precocious puberty

Polycystic ovary syndrome (girls)
Hypogonadism (boys)

Musculoskeletal
Slipped capital femoral epiphysis
Blount's disease
Forearm fracture
Flat feet

Slika 3. Komplikacije pretilosti u djecjoj dobi (68)
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Etiologija pretilosti je multifaktorijalna. Uzrokuju je razli¢iti genetski, bihevioralni i
okoli$ni ¢imbenici. No, obzirom na nagli porast broja pretilih ljudi u posljednja tri desetljeca,
geneticki faktor kao wuzrok tom naglom porastu je iskljucen.(68) Najocitiji uzrok
prekomjernom povecanju tjelesne mase je povecan energetski unos sa skladiStenjem viska
energije u obliku masti, ali dodatni uzroci su i smanjena fizi¢ka aktivnost i svakodnevna
izlozenost stresu. (66, 68) Nedavna istrazivanja u fokus kao faktor u etiopatogenezi razvoja
pretilosti postavljaju mikrobiotu. Jednom ustanovljena mikrobiota slozen je metabolic¢ki
centar koji na nekoliko razli¢itih nacina regulira tjelesnu tezinu pojedinca. Kao §to smo vec
spominjali, metabolizmom neprobavljivih kompleksnih ugljikohidrata u kratkolan¢ane masne
kiseline osigurava se prehrana kolonocita. Ti isti metaboliti utjeCu na sekreciju Zelu¢anih
peptida i tako reguliraju motilitet, sitost, apsorpciju nutrijenata i homeostazu energije.
Ukoliko dode do razvoja disbioze, dolazi i do smanjene zastite integriteta sluznice probavnog
sustava te posljedi¢ne translokacije lipopolisaharida u krv. To uzrokuje stanje stalne upalne
reakcije niske razine te metaboli¢ke poremecaje. (66, 68)Takoder, u mnogim studijama se

predlaze i istrazuje kako ovakvo okruzenje dovodi do epigenetickih promjena.(68)

U pretilih odraslih osoba uofena je promjenjena mikrobiota s predominacijom
Firmicutes i smanjenim brojem Bacteroidetes. lako jo$ nije to¢no razjaSnjeno je li to
posljedica ili uzrok pretilosti, vecina studija pokazuje da ovakva kompozicija prethodi razvoju
pretilosti. (69) Sve je viSe dokaza da se predispozicija za razvoj pretilosti ustanovljuje u
najranijoj dobi 1 da mikrobiota novorodenceta ima klju¢nu ulogu u tome. Norveska studija
povezala je promjene u sastavu mikrobiote u dobi djece od 10 dana i 730 dana starosti s
vrijednostima indeksa tjelesne mase u dobi od 12 godina. (70) Primjena antibiotika tokom
trudno¢e 1 u ranom dojenatkom razdoblju, porod carskim rezom iprehrana mlije¢nim
formulama novorodenceta utjeu na razvoj mikrobiote a samim time i na povecanje

predispozicije za razvoj pretilosti u odrasloj dobi. Fekalni uzorci sakupljeni i analizirani u
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jednoj kohortnoj studiji pokazali su da novoroden¢ad rodena carskim rezom imaju smanjen
broj bifidobakterija i Bacteriodes spp. koje djeluju protektivno na razvoj pretilosti kasnije u

zivotu. (71, 72)

Razne epidemioloske studije pratile su utjecaj primjene antibiotika u razli¢itim fazama
dojenacke dobi na antropoloske mjere kod djece dobi od 5-12 godina. (73) Vecina ih je
potvrdila da izloZenost antibioticima, ali isto tako i infekcijama, tokom prvih 6 mjeseci zivota
utjee na ekScesivno povecanje tjelesne mase i pretilosti u kasnijem djetinjstvu. (29, 30, 32,
74) Izlozenost antibioticima in utero takoder se povezuje sa vis§im rizikom za razvoj pretilosti,
vi§im indeksom tjelesne mase i postotkom tjelesne masti u djece starosti 7 godina.(28)
Primjenom animalnih modela pokazalo se kako odredeni antibiotici kao $to su vankomicin i
Klortetraciklin imaju veéi utjecaj na povecanje udjela masti u tijelu nego pencilinski
antibiotici. (33) Takoder su ukazali na ¢injenicu da veci utjecaj ima primjena antibiotika
prilikom rodenja nego u kasnijem Zivotu. Jo§ vazZnije, ¢ak i nakon S$to je antibioticima
uzrokovana dishioza regulirana, izloZzeni misevi svejedno su imali metaboli¢ki fenotip

pretilin. (75)

Svi ovi uéinci djeluju sinergisticki s dijetom bogatom mastima u kasnijem zivotu. lako
je pretilost sloZeno stanje, vazno je uloZiti puno truda u prevenciju. Obzirom na dosadaSnja
saznanja, uz uobicajene mjere prevencije trebalo bi naglasiti oprezniju upotrebu antibiotika u
ranom djetinjstvu, poticati na vaginalni porod i dojenje kad je to moguce, te u konacnici

dodatno istraziti korist alteracije mikrobiote probioticima. (73)

3.5.2. Utjecaj osovine mikrobiota-crijevo-mozak na neurorazvoj

Pojam osovine crijevo-mozak poznat je i prisutan u medicini jos od pocetka 20.st., no
nedavno se u taj termin umetnula jo§ jedna varijabla- mikrobiota. Ta je osovina sloZena te su

njene varijable medusobno zavisne 1 ukljuuju promjene u imunoloSskom sustavu,
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gastrointestinalnom sustavu i u centralnom zivéanom sustavu. Zbog toga, promjenom jedne

od sastavnica osi , dolazi do narusavanja homeostaze i pojave raznih poremecaja. (18)

Sam razvoj ziv¢anog sustava sloZeni je proces koji ukljucuje neurogenezu, migraciju,
sinaptogenezu, apoptozu, mijelinizaciju i remodeliranje novonastalih sinapsi i zapoCinje
formacijom neuralnog grebena u treCem tjednu gestacije. lako se razvoj centralnog ziv€anog
sustava odvija i in utero, upravo je postnatalni period od klju¢ne vaznosti za neurorazvoj.
Upravo tada dolazi do diferencijacije stanica, morfoloSkog razvoja mozga i ustanovljenja
funkcija. Vazno je spomenuti da broj sinapsi raste do druge godine Zivota djeteta, kada je broj
sinapsi za 50% veci nego $to je to u mozgu odrasih, a to je ujedno i godina u kojoj dolazi do
sazrijevanja crijevne mikrobiote.(1, 18, 76) Obzirom na to da se razvoj mikrobiote odvija
gotovo istovremeno S razvojem centralnog Ziv€anog sustava te da os mikrobiota-crijeva-
mozak ima vaznu ulogu u neurorazvoju, postoji moguénost da se utjecajem na mikrobiotu u
tom periodu stvori predispozicija za razvoj neurorazvojnih poremeéaja. (77) Nacin na koji
mikroorganizmi u crijevima utje¢u na neurorazvoj je slozen i za sada jo§ uvijek nedovoljno
istrazen, no osnovom djelovanja smatra se produkcija neutransmitora koji prelaskom u
krvotok dolaze do ciljnog organa i tu ostvaruju svoje uéinke.(78, 79) Na isti taj na¢in disbioza

dovodi do poremecene reakcije na stres, neurokemijskih poremecaja te poremecaja percepcije

boli.(18)

Djelovanjem noksi na majku, jo§ u prenatalnom periodu, dolazi do izmjene mikrobiote
majke a samim time i novorodenceta, §to se povezuje nastankom neurorazvojnih poremecaja.
Faktori rizika za razvoj nekih od tih poremecaja kao §to su autizam, poremecaj pozornosti s
hiperreaktivno$¢u ( ADHD, engl. attention deficit hyperactivity disorder) i schizophrenia su
promjena majcine prehrane, infekcije 1 prenatalni stres u majke. (18, 80) Kao S§to je vec
prethodno navedeno, novorodencad koja se hrani majé¢inim mlijekom ima razli¢itu mikrobiotu

od one koja se hrani mlije¢nim formulama. lako povezanost tih razlika u mikrobioti s
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utjecajem na neurorazvoj nije dokazana, uo¢ene su razlike u kognitivnim sposobnostima djece
koja se dominantno dojena naspram djece koja su pretezito hranjena mlijecnim formulama.
Tako su u jednoj randomiziranoj studiji bolje kognitivine sposobnostiu dobi od 6.5 godina
imala djeca koja su se hranila maj¢inim mlijekom u novorodenacko doba. lako je povezanost
dojenja 1 boljih kognitivnih performansi u ovoj studiji bila ocita, i dalje ostaje nejasno je li
pozitivan utjecaj na kogniciju uzrokovan nekim od sastojaka maj¢inog mlijeka koji dovodi do
promjena u mikrobioti ili su posljedica socijalne i fizicke interakcije majke i dojenceta

tijekom dojenja. (81)

3.5.2.1. Pervazivni razvojni poremecaji

Pervazivni razvojni poremecaj obuhvacéa skupinu neurorazvojnih poremecaja nepoznate
etiologije. Autizam, koji spada u skupinu pervazivnih razvojnih poremecaja, najceséi je
poremecaj iz te skupine i nastupa najkasnije do treCe godine zivota djeteta. Smatra se kako
vaznu ulogu u etiopatogenezi bolesti imaju geneticki i okolisni ¢imbenici. Tu skupinu
poremecaja povezuju karakteristike kao Sto su poteskoce komunikacije i socijalne interakcije
te prisutnost stereotipnih radnji. One su prisutne u svih bolesnika te mogu biti vise ili manje
izrazene. (82) Djeca koja imaju pervazivne razvojne poremecaje Cesto imaju i simptome
bolesti probavnoga sustava, §to ukazuje na mogucu ulogu mikrobiote u razvoju ovih
poremecaja putem osi mikrobiota — crijevo — mozak.(83, 84)Posebice se istiCe povecana
permeabilnost crijevne sluznice koja rezultira prisutnosti citokina u krvi kao $to su
interleukin-1p, interleukin-6 i interferon-y ali i djelova bakterija kao $to je lipopolisaharid
Gram negativnih bakterija. Oni direktno prolaze krvno-mozdanu barijeru ali i aktiviraju
imunosni odgovor u mozgu te uzrokuju neke od bihevioralnih simptoma ovog spektra

poremecaja. (85)
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Razlike u mikrobioti djece s pervazivnim razvojnim poremecajima u odnosu na djecu
bez njih postoje. Djeca s tim poremec¢ajem imaju manje raznoliku mikrobiotu, manju kolic¢inu
Bifidobacterium spp. i Fimricutes spp.i viSe razine Lactobacillus, Clostridium i Bacteroidetes.
(86) Usprkos ovim saznanjima, do sada nije ustanovljen specifi¢an obrazac promjena
mikrobiote koji bi mogao posluziti u dijagnostici ili praéenju osoba s pervazivnim razvojnim

poremecajima. (87)

Animalni modeli pokazali su kako miSevi koji su porodeni carskim rezom cesce
pokazuju znakove anksioznosti, losije socijalno funkcioniraju i imaju repetitivne radnje, $to su
potvrdile neke studije na ljudima. (88) Osim toga, njihova je mikrobiota naruSena te pokazuju
znakove povecane crijevne permeabilnosti $to i inace ¢ini Ceste komorbiditete pervazivnih
razvojnih poremecaja. (76) Nacin zivota majke takoder ima utjecaj na promjenu mirkobiote te
posljedi¢no tome i razvoj autizma. No, primjenom probiotika koji sadrze Lactobacillus reuteri
dolazi do regulacije mikrobiote $to govori u prilog reverzibilnosti ovih procesa.(89) Jos jedan
¢imbenik koji utjeCe na raznolikost mikroorganizama u crijevima je prehrana majéinim

mlijekom, koja se pokazala kao protektivan ¢imbenik. (23, 90)

Sve ove Cinjenice otvaraju mogucénost za nove vrste terapije koje ¢e biti usmjerene ka
regulaciji mikrobiote. lako su provedena istrazivanja na zivotinjskim modelima koja ukazuju
na moguci benefit primjene prebiotika i1 probiotika, potrebno je provesti velike multicentri¢ne,
dvostruko-slijepe, randomizirane kontrolne studije.  Novi oblik lijeCenja predstavlja
,Microbiota trasnfer therapy“ (MTT). Protokol ukljucuje inicijalnu primjenu antibiotika od
Cetrnaest dana nakon koje slijedi ¢iSCenje crijeva te konacnu primjenu probiotika sa
standardiziranom humanom crijevnom mikrobiotom tokom 7-8 tjedana. Ovaj oblik terapije
zasad je pokazao poboljSanje simptoma gastrointestinalnog sustava ali i onih koji

karakteriziraju autisti¢ni spektar poremecaja. (91)
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3.5.3. Alergijske bolesti

Alergijske bolesti zahvacaju sve veéi broj djece te mogu perzistirati kaoproblem i u
odrasloj dobi. Obzirom na porast prevalencije u kratkom razdoblju od pedeset godina, kao
glavni uzrok porasta ucestalosti alergijskih bolesti smatra se poboljSanje u higijeni i promjene
u prehrani. Ta hipoteza naziva se ,,hipoteza higijene* za koju se smatra kako takoder utjece na
promjene razvoja mikrobiote. (3) Mikrobiota utjeCe na imunoloSki odgovor domacina, pa
tako 1 na razvoj imunoloskog sustava u najranijoj dobi, a kako je patogeneza alergijskih
bolesti izravno povezana s imunoloskim sustavom onda je uloga mikrobiote kao kofaktora u
razvoju alergijskih bolesti oc¢ita. Crijevni mikroorganizmi,ali i svi ostali mikroorganizmi s
kojim novorodence dolazi u kontakt,usmjeravaju razvoj njegovog predominantno Th2
regulacijskih T limfocita. Taj ,nezreli“ Th2 imunoloski odgovor uzrokuje poveéanu
produkciju imunoglobulina E na razliite okoliSne antigene i razvoj alergijskih reakcija.
NaruSavanjem normalnog tijeka uspostavljanja crijevne mikrobiote dolazi do povecanog

rizika za razvoj alergijskih bolesti kao §to su ekcem, alergijski rinitis i astma.

Jedan od cimbenika koji promjenom mikrobiote u djece stvaraju predispoziciju za
razvoj alegijskih bolesti je primjena antibiotika. U studiji provedenoj na 193 412 djece
uzimanje antibiotika u djece dobi do godine dana povezano je s pove¢anom ucestalo$¢u astme
ali 1 teZim simptomima astme u dobi od 6 1 7 godina. Ja¢i simptomi rinokonjunktivitisa i
ekcema u dobi od 6 1 7 godina su u toj istoj studiji takoder povezani s primanjem antibiotika u
dojenackooj dobi.(92) Novorodencad porodena carskim rezom ima razliCitu crijevnu
mikrobiotu u odnosu na vaginalno rodenu djecu. Studije u kojima se istrazivala povezanost
poroda carskim rezom s predispozicijom za razvoj alergijskih bolesti dale suoprecne rezultate.
(93, 94) Zanimljivo je da elektivni carski rez nosi visi rizik za razvoj alergijskih bolesti nego

hitan carski rez, §to se objasnjava ¢injenicom da kod veéine hitnih carskih rezova ipak dolazi
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do pucanja porodajnih membrana prije odluke o zahvatu. (3) Smatra se da dojenje $titi dijete
od razvoja alergijskih bolesti svojim probiotskim i prebiotskim komponentama. (95) Takoder
se pokazalo kako djeca hranjena hidroliziranim proteinskim formulama s dodatkom

.....

hranjenoj majé¢inim mlijekom nego djeci hranjenoj kravljim mlijekom. (96)

Do promjene sastava mikrobiote dolazi prije razvoja simptoma alergijskih bolesti $to bi
se u buduénosti moglo koristiti u svrhu ranog dijagnosticiranja. S tim ciljem, provedena su
brojna istrazivanja kojima se pokuSala okarakterizirati mikrobiota djece s visokim rizikom za
razvoj bolesti ali 1 one djece koja ve¢ imaju dijagnosticiranu neku od alergijskih bolesti.
Clostridium difficile je pronaden u ve¢em broju kod djece koja su kasnije razvila alergijske
bolesti. (97) Razne druge studije pokazale su promjene u sastavu mikrobiote kod
novorodencadi s povecanim rizikom za razvoj alergijskih bolesti, no neke isti¢u kako je
vaznija Cinjenica da postoji disbioza nego sam sastav mikrobiote. (98) Ova saznanja otvaraju
mogucnost ranoj intervenciji 1 spreCavanju razvoja alergijskih bolesti kod novorodencadi s
poveéanim rizikom. Pokazalo se kako primjenom pripravaka koji sadrze Lactobacillus GG i
Lactobacillus fermentum tokom trudnoce i u ranom zivotu djeteta dolazi do smanjenja rizika

za pojavu alergijskog dermatitisa ali i smanjenja tezine simptoma bolesti. (99, 100)
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4. Rasprava

Prvih 1000 dana Zivota djeteta kljucan je period koji je izravno povezan s dugorocnim
zdravljem. ViSe je ¢imbenika koji u tom periodu mogu utjecati na ocuvanje zdravlja i razvoj
bolesti, no, ¢ini se da su mikroorganizmi koji koloniziraju crijevo i tu formiraju trajnu
mikrobiotumedu najistaknutijim faktorima. To¢an trenutak u kojem zapocinje kolonizacija
novorodenceta jo$ uvijek je predmet diskusije, no nakon pregleda literature zaklju¢ujemo da
je i dalje malo dokaza kojima bi se uspjesno opovrgnula ,,paradigma sterilnog uterusa®.(1, 13)
Kada bi se kultivacijom i mikroskopijom dokazala prisutnost bakterija u placenti, amnionskoj
tekuéini i pupcéanoj vrpci, to bi promijenilo klini¢ku praksu i preporuke, Sto se posebice
odnosi na promjenu stavova o elektivnom carskome rezu. Vazno je naglasiti kako je neupitno
da medicinski indiciran carski rez treba biti proveden, no u vecini se provedenih istraZivanja
potvrdio negativan utjecaj ovog zahvata na etabliranje pocetne crijevne mikrobiote 1
epidemioloski se povezao s povecanim rizikom za razvoj nekih od kroni¢nih bolesti u
kasnijem zivotu. Stoga stremljenje k tome da se preveniraju medicinska stanja koja
zahtijevaju porod carskim rezom te ograni¢avanje ovog nacina poroda samo na medicinski
indicirane slucajeve i dalje ostaju od velikoga znaCenja, ne samo zbog komplikacija samog

zahvata ve¢ 1 zbog njegovog utjecaja na razvoj kroni¢nih bolesti. (13)

Po nasem misljenju, nuzna su daljnja istrazivanja u kojima je fokus utjecaj primjene
antibiotika i probiotika u trudnice, ali i metabolita mikrobiote trudnice, na fetus. Postojece
studije potvrduju da je primjena antibiotika u prenatalnom i u ranom novorodenackom
periodu povezana sa alteriranim imunolo$skim odgovorom novorodenceta, ali i povecanom
podloznosti razvoju nekrotiziraju¢eg enetrokolitisa 1 mnogim kroni¢nim bolestima u kasnijem
zivotu kao $to su upalne bolesti crijeva, pretilost i alergijske bolesti. Antibiotici Cesto
spasavaju Zivot oboljelima od infektivnih bolesti, no problem predstavlja njihova nekriti¢na i

nesvrsishodna primjena, posebice u dojencadi 1 male djece. Obzirom na tu Siroku primjenu
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antibiotika posljedice koje nastaju zbog izloZenosti u ranoj zivotnoj dobi znaajne su kada

sagledamo Siru populaciju, ¢ak i ako su rizici za razvoj pojedinacnih kroni¢nih bolesti niski.

Isto tako, primjena probiotika u trudno¢i utjeCe na ekspresiju Toll-like receptora u
mekoniju djeteta §to upucuje na to da promjena mikrobiote trudnice utjeCe na imunoloski
sustav djeteta ve¢ u najranijoj fazi njegovog zivota. (31) Primjena probiotika je svakako
odlican nacin kojim bi se moglo utjecati na promjenu u mikrobioti trudnice ali i
novorodenceta $to bi u konacnici omogucilo prevenciju bolesti povezanih s disbiozom. Meta
analize pokazuju da primjena probiotika tijekom trudnoce sprecava razvoj atopijskog
dermatitisa u djece, a kohortne studije indiciraju kako su djeca trudnica koje su uzimale
pripravke koji sadrzavaju laktobacile i bifidobakterije imala manju ucestalost ekcema 1
rinokonjunktivitisa. Iste benefite probiotici su pokazali i u primjene kod novorodenéadi.(5)
Usprkos tome probiotici i dalje nisu okosnica prevencije niti terapije navedenih stanja i
bolesti. Smatramo kako je razlog tome nemogucénost kontrole kvalitete proizvoda i razlike
koje postoje izmedu stastava otisnutog na pakiranju 1 stvarnog sastava proizvoda. Takoder, jo§
uvijek nisu utvrdene tocne doze, optimalno vrijeme zapocCinjanja terapije niti vremensko
trajanje primjene probiotika koja bi bila adekvatna u prevenciji ili lijeCenju odredenih stanja 1
bolesti. (37) U svakom slucaju, potrebno je provesti dodatne randomizirane, dvostruko slijepe
studije kako bi se razjasnile nejasnoCe glede primjene probiotika u trudnoéi i

novorodenackom dobu, Sto ¢esto nije moguce zbog etickih dilema.

Kako bi uopce bilo moguce ustanoviti koje bakterijske vrste treba uvrstiti u sastav
probiotskih pripravaka, valja to¢no kvalitativno i kvantitativno okarakterizirati sastav
mikrobiote novorodencadi koja imaju visoku predispoziciju za razvoj odredenih stanja i
bolesti ili novorodencadi koja ve¢ boluju od bolesti u kojoj Zelimo probiotike korisititi kao
adjuvantnu terapiju u lijeCenju. lako su mnoge studije pokusale upravo to, zakljuc¢ak vecine

istih je da nije ustanovljen toan obrazac promjene mikrobiote u ispitivanim uzorcima ve¢ da
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je stalna samo c¢injenica da dolazi do disbioze. Stoga je svakako nuzno provesti daljnja
israzivanja kojima bi se omogucio ne samo razvoj probiotika, ve¢ bi se i1 otvorila mogucnost
da se specificni obrazac promjene mikrobiote koristi kao svojevrsni mikrobioloski biomarker
u procesu ranog dijagnosticiranja bolesti kod novorodenc¢adi visokog rizika. To bi imalo velik
uCinak na prevenciju i umanjenje posljedica kroni¢nih bolesti koje predstavljaju velik
javnozdravstveni problem kao $to su pretilost, upalne bolesti crijeva, alergijskih bolesti,
celijakija i neurorazvojni poremecaji. Osim poboljSanja kvalitete zivota tih osoba i njihovih
obitelji, smanjili bi se i troskovi u zdravstvu koje uzrokuje lije¢enje bolesnika s kroni¢nim

bolestima.(101)

Usprkos velikom interesu 1 mnoStvu studija u ¢ijem srediStu bavljenja mikrobiota
novorodenceta, i dalje smo tek na pocetku shvacanja interakcije ovih mikroorganizama s
organizmom novorodenceta u najranijim danima zivota te posljedica te interakcije na
dugoro¢no zdravlje. Ocekujemo da ce istrazivanje novorodenaCke mikrobiote biti temel]
razumijevanja zdravlja i bolesti, te da ¢e novi eksperimentalni pristupi ovoj temi omoguciti
primjenu tih saznanja u preventivne, dijagnosticke 1 terapijske svrhe, posebice kod

novorodencadi kod kojih je proces kolonizacije mikrobiotom bio alteriran.
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5. Zakljudak

Crijevna mikrobiota utjece na zdravlje domacina tijekom cijeloga zivota. To ukljucuje 1
rano novorodenacko doba koje je period u kojem se mikrobiota izrazito brzo mijenja. Od
sterilnog, ili barem veoma slabo koloniziranog crijeva,u kratkom razdoblju dolazi do nagle
kolonizacije velikim brojem mikroorganizama. Ta je novorodenacka crijevna mikrobiota jo$
uvijek nestabilna 1 izrazito sklona promjenama, pa tako razni faktori utjeCu na njezin sastav:
naéin poroda, prehrane, primjena antibiotika i probiotika u majke, okolina, socioekonomski
status majke, geografska lokacija, infekcije patogenim mikroorganizmima i mnogi drugi. Svi
ti faktori mogu dovesti do disbioze koja stvara predispozicije za razvoj bolesti od
novorodenackog doba, pa sve do odrasle dobi. Upravo bi taj novorodenacki period mogao biti
klju¢an za intervencije na crijevnoj mikrobioti a sve kako bi se ispravljanjem disbioze
smanjili rizici za razvoj kroni¢nih bolesti. Te kroni¢ne bolesti velik su javnozdravstveni

problem te smanjuju kvalitetu zivota bolesnika.

U ovom smo radu sazeli dosadasnja saznanja o razvoju mikrobioma i utjecaju disbioze
na razvoj razli¢itih intestinalnih 1 ekstraintestinalnih poremecaja. Nuzno je provesti daljnja
istrazivanja kojima ¢e se opisati sastav mikrobiote u novorodencadi s predispozicijama za
razvoj razli¢itih bolesti 1 stanja te konstruirati dvostruko slijepe, multicentri¢ne, placebom
kontrolirane studije kojima bi se utvrdila u€inkovitost 1 sigurnost probiotika u prevenciji 1

terapiji bolesti u ¢ijoj je etiopatogenezi disbioza vazan ¢imbenik.

31



6. Sazetak

Crijevna je mikrobiota vazan Cimbenik za pravilan rast 1 razvoj od rodenja pa sve do
odrasle dobi. Kolonizacija bakterijama zapocinje direktnim kontaktom novorodenceta s
maj¢inom vaginalnom, crijevnom i koznom mikrobiotom. Sastav mikrobiote ovisi o tome je li
dijete porodeno carskim rezom ili vaginalnim putem, je li dojeno ili se hrani mlijecnim
formulama, je li primalo antibiotike te koje je gestacijske dobi bilo pri rodenju. Sastav ovisi i

0 socioekonomskom statusu majke te o geografskoj lokaciji.

Sve je vise dokaza kako kvalitativne i kvantitavine promjene mikrobiote pridonose
promjenama aktivacije imunoloskog sustava sluznice s posljedicnim razvojem
intraintestinalnih i ekstraintestinalnih bolesti. Pa tako je crijevna disbioza tijekom
novorodenacke i dojenacke dobi ustanovljena u djece koja su kasnije razvila nekrotizirajuci
enterokolitis, upalne bolesti crijeva, celijakiju, konstipaciju i proljev, ali i ekstraintestinalne

bolesti kao pretilost, alergijske bolesti i neurorazvojne poremecaje.

Probioticima 1 prebioticima moguce je ciljano mijenjati sastav mikrobiote u svrhu
ostvarivanja zdravstvenih benefita. Mehanizam djelovanja probiotika sloZen je te ukljucuje
regulaciju genske ekspresije pro-inflamatornih gena, produkciju kratkolan¢anih masnih
kiselina koje suprimiraju rast patogenih bakterija, pruzaju potporu sluzni¢noj epitelnoj barijeri
i reguliraju celularnu imunosti. Na taj nac¢in dovode do korekcije intestinalne mikrobiote te
djeluju preventivno i terapijski na nabrojene pedijatrijske gastrointestinalne ali i

ekstraintestinalne bolesti.

Klju¢ne rijeci: novorodence, mikrobiota, disbioza, probiotici, prebiotici
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7. Summary

The intestinal microbiota is an important factor for proper growth and development
from birth to adulthood. Bacterial colonization initiates direct contact of the newborn with the
mother’s vaginal, intestinal, and skin microbiota. The composition of the microbiota depends
on whether the baby was born by caesarean section or vaginal route, was breastfed or fed with
milk formulas, was receiving antibiotics, or wich gestational age was at birth. The
composition of microbiota also depends on the socioeconomic status of the mother and the

geographical location.

It has been shown that qualitative and quantitative changes in the microbiota contribute
to changes in the activation of the mucosal immune system with the consequent development
of intraintestinal and extraintestinal diseases. Intestinal dysbiosis during neonatal and infant
period was present in children who later developed necrotizing enterocolitis, inflammatory
bowel disease, celiac disease, constipation and diarrhea, but also extraintestinal diseases such

as obesity, allergic diseases and neurodevelopmental disorders.

Probiotics and prebiotics can promote changes in the composition of the microbiota in
order to achieve various health benefits. The mechanism of action of probiotics is complex
and includes regulation of gene expression of pro-inflammatory genes, production of short-
chain fatty acids that suppress the growth of pathogenic bacteria, support the mucosal
epithelial barrier and regulation of cellular immunity. By correcting the intestinal microbiota,
they have a preventive and therapeutic effect on the previously mentioned pediatric

gastrointestinal and extraintestinal diseases.

Key words: newborn, microbiota, dysbiosis, probiotics, prebiotics
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