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Popis i objaSnjenje kratica:

=  WHO - eng. World Health Organisation, Svjetska zdravstvena organizacija

= |ITM - indeks tjelesne mase

=  GWAS —eng. genome wide association studies, studije geneti¢kih asocijacija na ¢itavom
genomu

= SNPs — eng. single nucleotide polymorphysms, jednonukleotidni polimorfizmi

= FIAF-eng. fasting-induced adipocyte factor, adipocitni faktor induciran postom

= TNFa - eng. tumor necrosis factor-a, faktor nekroze tumora o

= LB -eng. Luria-Bertani, kompletna hranjiva podloga za uzgoj enterobakterija

= MRS - eng. Man, Rogosa and Sharpe broth, kompletna hranjiva podloga za uzgoj bakterija iz
roda Lactobacillus

= PBS - eng. phosphate buffered saline, fosfatni pufer

=  MALDI-TOF - eng. matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight, matricom
potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom s analizatorom vremena leta

= TOF —eng. time of flight, vrijeme leta.
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1. UvOD

1.1. Pretilost

Pretilost je kompleksna i multifaktorijalna bolest, a Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World
Health Organization, WHO) definira pretilu osobu kao onu kojoj je indeks tjelesne mase (ITM) 30
kg/m? ili visi. Godine 2014. je 13 % ukupne svjetske populacije bilo pretilo (Pineda i sur., 2018), a
predvida se da ¢e do 2030. godine 38 % svjetske populacije biti prekomjerne tezine te 20 % pretilo
(Kelly i sur., 2008).

Prema rezultatima statisticke obrade podataka, 2015. godine je medu 20 najmnogoljudnijih drzava
svijeta, najveci broj pretilih odraslih osoba bio u Sjedinjenim Americkim Drzavama i Filipinima, dok
su Kina i Indija imale najveci broj pretile djece. Najmanji postotak pretilih odraslih osoba je bio u

Vijetnamu, a najmanji postotak pretile djece u Bangladesu (Afshin i sur., 2017).

Pretilost je sve vise zastupljena na podrucju Sjeverne Amerike i u zapadnoj Europi. Prije 15 godina, 1
od 50 osoba u Sjedinjenim Americkim DrZzavama je bila pretila, dok se 2017. godine taj broj povecao
na 1 od 5 osoba. Sli¢ni trendovi rasta zamijeceni su i u zapadnoj Europi. Takoder, smatra se da ¢e do
2050. godine 60 % muskaraca i 50 % Zena biti pretilo, §to oznacava razliku u razvoju pretilosti u
muskaraca i Zena. Pretilost je sve ucestalija i u djece, a predvida se da ¢e se do 2050. godine 50 %

muske djece biti pretilo. (Agha i sur., 2017).
1.2. Uzroci pretilosti

Razlozi rastu¢eg trenda pretilosti diljem svijeta se ogledaju u multifaktorijalnosti te bolesti. Faktori
rizika za razvoj pretilosti ukljuuju Zivotne, okoliine i genetske ¢imbenike. Zivotni ¢imbenici ukljucuju
socioekonomske i kulturoloske razlike, razli¢ite etni¢ke pozadine, nutrijentima siroma$nu hranu
dostupnu na trziStu, urbanizaciju, industrijalizaciju i svakodnevne Zivotne navike. Neke od zivotnih
navika pojedinaca koje mogu dovesti do pretilosti su visoko kalori¢na i nutritivno siromasna prehrana,
spavanje u prosjeku manje od 6 sati ili vise od 8 sati dnevno, niska tjelesna aktivnost te sjedeci i/ili
stresni nacin Zivota. U tom sluéaju je moguée u potpunosti ukloniti uzrok bolesti u smislu odgovora
pojedinca na vanjske utjecaje Sto ¢ini ljudsko ponasanje jednim od glavnih uzroka nastanka pretilosti
(Hruby i Hu, 2016).

Okolisne ¢imbenike, koji utjecu na razvoj pretilosti, ¢ine molekule koje se nazivaju obesogeni. One
mogu stupati u interakciju s kromatinom, transkripcijskim faktorima, hormonskim receptorima,
molekulama imunoloskog sustava i mikroorganizmima nastanjenima u debelom crijevu (Steger i Lazar,
2011). Neki od obesogena s najve¢im zabiljezenim utjecajem na ljudski organizam su organotini,

bisfenol A, ftalati, perfluoroktanoi¢na kiselina te tiazolidinedioni. Oni utje¢u na promjenu u homeostazi



lipida i masnog tkiva, osjetljivosti na inzulin, koncentraciji triglicerida u krvi te mijenjaju hormonsku
ravnotezu (Grun i Blumberg, 2009). Sve te interakcije posljedi¢no mijenjaju ekspresiju gena u
stanicama te mogu rezultirati promjenama u prehrambenim i Zivotnim navikama te voditi razvoju
pretilosti. Postoje tri hipoteze koje pretpostavljaju nacine na koje se to moze dogoditi, a to su povecéanje
osjeta gladi putem smanjenja koncentracije leptina i/ili poveéanja koncentracije grelina,
preusmjeravanje metabolizma u smjeru sinteze mashog tkiva putem smanjenja koncentracije
adiponektina i razvoja rezistencije na inzulin putem povecanja koncentracije TNFa (eng. tumor necrosis
factor-a, faktor nekroze tumora o) te povecanja metabolicke efikasnosti, odnosno poveéanog

kalorijskog unosa iz istih vrsta hrane.

Pretilost nije samo posljedica Zivotnih i okolisnih ¢imbenika, ve¢ i genetske predispozicije svakog
pojedinca. Izmedu 30 % i 70 % pretilosti u ljudi je nasljedno (Hudek i sur., 2018). Neki tipovi pretilosti,
koji su ovisni 0 genetskim predispozicijama, su monogenska, sindromska, oligogenska i poligenska
pretilost. Mehanizam nastanka poligenske pretilosti je kompleksan i ukljucuje delikatne interakcije
izmedu samih gena te utjecaja okoliSnih ¢imbenika na ekspresiju pojedinih gena. Ostali tipovi pretilosti
koji su ovisni o genetskim predispozicijama se pojavljuju veoma rijetko, a monogenska isklju¢ivo ovisi

0 genskom utjecaju (Huvenne i sur., 2016).

Godine 2005. je stvorena Genska mapa ljudske pretilosti (eng. Human Obesity Gene Map) koja opisuje
preko 250 grupa razli¢itih gena povezanih s razvojem pretilosti. Ukljuceni su geni povezani s
regulacijom lipidnog metabolizma i stvaranja masnog tkiva, kao i oni koji utje¢u na apetit i odrzavanje
energetske ravnoteze organizma (BaSi¢ i sur., 2012). Napredak u identifikaciji gena povezanih s
pretilo$¢u su donijele studije geneti¢kih asocijacija na ¢itavom genomu (eng. genome wide association
studies, GWAS) studije, zaklju¢no s kojima se zna za devet lokusa povezanih s monogenskom
pretilo$¢u i 58 lokusa povezanih s poligenskom pretiloséu (Choquet i Meyre, 2011). Jednostruki
nukleotidni polimorfizmi (eng. single nucleotide polymorphysms, SNPs) gena FTO su medu prvim
identificiranim genima povezanima s adipogenezom i razvojem rizika od pretilosti (Fawcett i Barroso,
2010). GWAS studije su identificirale i -adrenergicki receptor, leptin i leptinski receptor, interleukin
6 i druge gene povezane s metabolizmima masti, energije i odrZzavanjem hormonske ravnoteze (Chung
i Leibel, 2008).



1.3. Klini¢ka obiljeZja pretilosti

Fizioloske promjene koje se javljaju u pretilih osoba su smanjena stopa lipidne oksidacije i lipidne
mobilizacije masnog tkiva, poviSena aktivnost lipoprotein lipaza, smanjena stopa metabolizma u stanju
mirovanja, poremec¢ena hormonalna regulacija te poremeéena regulacija osjecaja gladi i sitosti (Basi¢ i

sur., 2012), $to je prikazano na slici 1.
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Slika 1. Shematski prikaz fizioloskih promjena koje se javijaju u pretilih osoba (Prilagodeno prema
Basié i sur., 2012).

U vremenima nedostatka hrane, razgradnja masnog tkiva sluzi za sprjeCavanje gladovanja. Kod
pretilosti, viSak masnog tkiva i pojacana aktivnost lipaza dovode do povecanog oslobadanja slobodnih
masnih kiselina, a lipidi i njihovi metaboliti uzrokuju oksidacijski stres $to djeluje Stetno na
endoplazmatski retikulum i mitohondrije u stanicama adipoznog i svih ostalih tkiva u tijelu (Hutley i
Prins, 2005).

Leptin, hormon kojeg sintetiziraju stanice masnog tkiva, odgovoran je za stimulaciju lipolize i inhibiciju
lipogeneze te prijenos signala o stanju metabolicke energije do hipotalamusa. U pretilih osoba,
koncentracije leptina u krvi su visestruko povecane $to dovodi do rezistencije na leptin i poremecene
regulacije stvaranja metabolicke energije (Farooqi i sur., 2007). Ovisnost o hrani je takoder povezana s
rezistencijom na leptin, $to moze dovesti do pretilosti (Wang i sur., 2009). Kod pretilosti se javlja i
rezistencija na inzulin, hormon kojeg sintetizira gusteraca, a koji je odgovoran za odrzavanje

homeostaze glukoze.

Kao i leptin, inzulin moze pro¢i kroz mozdanu barijeru te prenijeti sighale do hipotalamusa, a njegove
koncentracije su povisene u pretilih osoba. Leptin i inzulin sudjeluju u inhibiciji sinteze dopamina, koji
je povezan s pruzanjem osjecaja zadovoljstva nakon konzumacije hrane, a u uvjetima rezistencije na te
hormone, moZe do¢i do unosa povecéanih koli¢ina hrane. Grelin, peptidni hormon kojeg sintetiziraju
stanice Zeluca, odgovoran je za osjecaj gladi i njegova koncentracija je u pretilih osoba niza nego u

zdravih pojedinaca. Medutim, njegova uloga u pretilosti se ogleda u stimulaciji sinteze dopamina, $to



je povezano s pruzanjem osjecaja zadovoljstva nakon konzumacije hrane te prijenosa signala do

hipotalamusa, §to moZe dovesti do ve¢eg unosa hrane (Jarolimova i sur., 2013).

Dokazana je povezanost izmedu povisenog indeksa tjelesne mase i u€estalije pojave dijabetesa melitusa
tipa 2, dislipidemije, povisenog krvnog tlaka i sr¢anih bolesti, a posebno je povecan rizik od sréanog
udara (Wang i sur., 2009). Tehnologijom magnetske rezonancije u citoplazmama hepatocita,
kardiomiocita, stanica Stitnjace i stanica skeletnih misi¢a su nadene kapljice masti, Sto je povezano s

razvojem bolesti jetre, srca i krvozilnog sustava te rezistencije na inzulin (Gadde i sur., 2018).

Komorbiditeti povezani s pretilo§¢u su uzrokovani i utjecajem povecane tjelesne mase na opce stanje
organizma. Zbog povecanog pritiska na zglobove se javljaju degenerativne upalne bolesti zglobova, a
zbog upalnih adipokina se mijenja sastav sinovijalne tekucine i javljaju se oste¢enja misica. Povecani
pritisak na zglobove uzrokuje oste¢enja hrskavice $to vodi do razvoja osteoartritisa (Bokarewa i sur.,

2005).

Nakupljanje masnog tkiva u gornjem diSnom sustavu rezultira potesko¢ama u disanju, apnejama u
spavanju te povecanom incidencijom astme kod Zena (Bergeron i sur., 2005). Kod Zena se takoder ¢esce
pojavljuju sindrom policisti¢nih jajnika, menoragija, amenoreja, depresija, neplodnost te urinarna
inkontinencija. Takoder, s pretilo§¢u se povezuju i bolesti Zuénog mjehura, a ako te bolesti postanu

kroni¢ne, mogu dovesti i do razvoja raka zuénog mjehura.

Osim raka zuénog mjehura, pretilost je povezana i s razvojem raka dojke, prostate, debelog crijeva,
jednjaka, bubrega i endometrija. U 20-33 % slucajeva se pretilost moZe smatrati uzrokom raka dojke,
jednjaka i bubrega (Carroll, 1998). Mehanizam koji stoji iza razvoja raka se zasniva na kroniénim
upalnim procesima posredovanim adipokinima, hormonskom dishalansu te posljedi¢nom utiSavanju

imunoloskog odgovora.

Pretilost moze uzrokovati mnoge zdravstvene probleme poput kardiovaskularnih bolesti, bolesti
bubrega i metabolizma, osteoporoze te vise vrsta rakova. Medutim, otkrivanjem i razumijevanjem
¢imbenika koji uzrokuju pretilost, kao i promjena koje zbog nje nastaju u organizmu, moguce ju je

adekvatno lijeciti te sprijeciti njeno nastajanje.



1.4. Utjecaj promjena prehrambenih i Zivotnih navika na lijeCenje pretilosti

Pretilost je bolest ve¢inski uzrokovana stvaranjem pozitivne energetske bilance unoSenjem nutritivno
siromasne, ali kalorijski bogate hrane te neucestalom tjelesnom aktivnoséu. Bez obzira na uzrok,
strategije lijeGenja pretilosti se ogledaju u mijenjaju prehrambenih i Zivotnih navika, poboljSanju

socioekonomskih okolnosti te lije¢ni¢koj potpori (Chan i Woo, 2010).

Promjena navika ukljucuje modificiranje dijete i povecanje tjelesne aktivnosti, a lijekovima je potrebno
i tretirati bolesti koje nastaju uz pretilost, kao $to su dijabetes melitus tipa 2 ili bolesti kardiovaskularnog
sustava. Kako bi se postigla negativna energetska bilanca, potrebno je promijeniti dnevni unos hrane.
To se moze postici izbacivanjem ili limitiranjem odredenih skupina makronutrijenata, smanjenjem

veli¢ine porcija i/ili brojanjem kalorija.

Iako postoji mnogo varijacija dijeta, poput visokoproteinske, mediteranske, sa smanjenim ili pove¢anim
udjelom masti ili sa smanjenim udjelom ugljikohidrata, dosadasnja istrazivanja ne pokazuju znacajnu
razliku u uéinkovitosti ovih dijeta. Stovise, pokazano je da nema razlike u smanjenju tjelesne mase
medu promjenama u unosu makronutrijenata sve dok je kalorijski unos nepromijenjen, stoga je svaka
dijeta dobar izbor uz preporuku lije¢nika i nutricionista (Wyatt, 2013). Prema tome, potrebno je smanjiti
kalorijski unos i povecati ucestalost tjelesne aktivnosti kako bi energetska bilanca postala negativna.
Energetski deficit od oko 500 do 600 kalorija dnevno ¢e dovesti do gubitka pola kilograma po tjednu,
u maksimalnom periodu od 24 tjedna. Za pretile osobe, kojima je ITM > 30 kg/m?, preporucuju se i
dijete u kojima se 800 do 1200 kalorija dnevno dodaje prethodno formuliranim obrocima, obi¢no u
praskastom obliku. Takav tretman se smije provoditi maksimalno 12 tjedana, uz moguci gubitak od 2

kilograma tjedno (Witham i Avenell, 2010).

Iako su promjene prehrambenih navika znacajnije za gubljenje tjelesne mase, tijekom duzeg perioda je
tjelesna aktivnost vazna kako bi se masa ucinkovito gubila, a izgubljeni kilogrami se ne bi ponovno
vratili. Takoder, tjelesnom aktivno$¢u je moguce ciljano gubiti masno tkivo i dobiti na mi§i¢noj masi.
Postavlja se pitanje koliko to¢no tjelesne aktivnosti je potrebno za efektivno mrsavljenje. Donnelly i
sur. zakljucuju da je 60 minuta srednje ja¢ine vjezbanja kao $to je brzo hodanje, ve¢inu dana u tjednu,

dovoljno za prevenciju debljanja (Donnelly i sur., 2009).

Medutim, za efikasno mr8avljenje je potrebno vjezbati barem 150 minuta tjedno, i ukljuéiti trening
kojim ¢e se tjedno gubiti od 1200 do 1800 kalorija. Potrebno je uvesti razne vrste treninga jer same
vjezbe snage nisu dovoljne da bi se odrzala ucinkovita stopa mr$avljenja. Aerobni trening je kljucan za
gubljenje visceralnog masnog tkiva (Ismail i sur., 2012). Prije pocetka takvih treninga, pacijentima je
potrebno objasniti kako ¢e trening izgledati i koje su njegove pozitivne posljedice, a u svakom trenutku
je potrebno moc¢i medicinski intervenirati, posebno ako se radi o pretilim pacijentima s kroni¢nim

bolestima, poput bolesti srca.



Jos jedna od zivotnih navika koja ima utjecaj na status tjelesne mase je puSenje. Dokazano je da pusenje
opc¢enito utjeCe na gubljenje na tjelesnoj masi, a prestanak pusenja ¢e u 80 — 90 % slucajeva dovesti do
dobitka na tjelesnoj masi. Otprilike 10 — 20 % pusaca ¢e dobiti oko 10 kilograma netom nakon §to
prestanu pusiti (Bush i sur., 2017). Tako se ¢ini da je puSenje, s obzirom na predlozene dokaze, rjeSenje
za mr$avljenje, to nikako nije slucaj. Negativni utjecaj pusenja na zdravlje i povecani rizici od razvoja

bolesti u pusaca su visestruko znacajniji od jednog pozitivnog aspekta, mrsavljenja.

Mnoga istrazivanja dokazuju povezanost gubitka sna i dobitka na tjelesnoj masi. Spavanje je klju¢no
za pravilno djelovanje neuroendokrinih funkcija Sto posljedicno utjeCe na regulaciju apetita i
koncentracije glukoze u krvi (Beccutia i Pannain, 2013). Vrijeme spavanja krae od 6 sati utje¢e na
promjene u odgovoru na glad i apetit, §to rezultira preferiranjem hedonistickog uzivanja hrane u odnosu

na konzumaciju hrane zbog potrebe (Chaput i St-Onge, 2014).

Takoder, manjak spavanja bi mogao utjecati i na vrstu i koli¢inu hrane koja se konzumira, s naglaskom
na nutrijentima siromasnu i kalorijski bogatu hranu te povecane porcije obroka (St-Onge i sur., 2013).
Takoder, postoji povezanost izmedu toga da ljudi koji spavaju krac¢e jedu puno vise obroka u danu.
Istrazivana je i povezanost vremena spavanja duzeg od 8 sati dnevno s pretilos¢u, ali je utvrdeno da je
duze spavanje povezano s depresijom, koja se javlja kod pretilih ljudi. Takoder, dosta pacijenata koji

kazu da spavaju duze od 8 sati u danu obi¢no dio tog vremena budni leze bez spavanja (Knutson, 2012).

Kako bi se pretilost u¢inkovito lijecila, potrebno je uzeti u obzir sve aspekte koji je uzrokuju. Promjena
prehrambenih i zivotnih navika, posebno za svakog pacijenta, ¢e dovesti do zamjetnih rezultata.
Svakako se je potrebno savjetovati s lijeCnikom i nutricionistom kako bi se mrsavljenje provelo na

najzdraviji moguci nacin, imajuci na umu i ostale bolesti koje se mogu javiti kod pretilih pacijenata.

1.5. Utjecaj sastava mikrobiote na razvoj pretilosti

1.5.1. Crijevna mikrobiota

Jedan od okolisnih ¢imbenika koji mogu doprinijeti uzroku pretilosti su mikroorganizmi nastanjeni u
debelom crijevu. Mikrobiota ljudskog debelog crijeva se sastoji od otprilike 100 bilijuna (10'?) razli¢itih
mikroorganizama, a ukupni broj gena naden u toj mikrobioti je 100 puta veci nego broj gena u ljudskom
genomu (Qin i sur., 2010). Brojne su uloge tih mikroorganizama, kao na primjer sinteza vitamina K,
B9 i biotina, razgradnja dijetalnih vlakana, odrzavanje zdravlja imunosnog sustava i prevencija
kolonizacije debelog crijeva patogenima. Mikroorganizmi debelog crijeva mogu razgraditi molekule
koje organizam ne moze, a to su uglavnom kompleksni ugljikohidrati i polisaharidi, koji se razgraduju

do kratkolan¢anih masnih kiselina kao §to su butirat, propionat i acetat (Turnbaugh i sur., 2006).



Promjena u sastavu mikrobiote debelog crijeva bi mogla utjecati na razvoj pretilosti kroz mehanizme
mijenjanja izlu¢ivanja peptida iz debelog crijeva, promijenjenog metabolizma masnih kiselina te veci

energetski unos kroz hranu koja prolazi kroz debelo crijevo (Musso i sur., 2010).

1.5.1.1. IstraZivanja provedena na laboratorijskim Zivotinjama

Istrazivanja koja su prvotno dokazala povezanost izmedu pretilosti i sastava mikrobiote debelog crijeva
su bila provedena na laboratorijskim miSevima koji nisu imali mikroorganizme u probavnom sustavu
jer su cijelo vrijeme bili uzgajani u sterilnim uvjetima. Kad se mikrobiota iz normalnih miseva prenijela
u miseve bez mikrobiote, u primatelja transplantanta je zamijeceno 60% povecanje udjela masnog tkiva
u organizmu bez promjene u koli€ini 1 vrsti hrane koju su jeli. Takoder, miSevi bez mikrobiote u
crijevima su mogli jesti vece koli¢ine kalorijski bogate i nutritivno siromasne hrane, a udebljati se manje

od normalnih miseva koji su konzumirali istu vrstu i koli¢inu hrane.

Nadalje, kad se mikrobiota iz pretilih miSeva prenijela u miSeve bez mikrobiote, oni su iz iste vrste
hrane sintetizirali viSe energije, i s vremenom imali vec¢i udio masnog tkiva u organizmu, u odnosu na
miseve u koje je prenesena mikrobiota miSeva normalne teZzine (Béckhed i sur., 2004). Pretili
laboratorijski misevi su imali manje raznoliku mikrobiotu debelog crijeva od zdravih miseva, S
poveéanim udjelom mikroorganizama roda Firmicutes u odnosu na rod Bacteroidetes (Turnbaugh i sur.,
2008). U pretilih miSeva je takoder nadena visa koncentracija butirata u debelom crijevu, koji nastaje

razgradnjom kompleksnih ugljikohidrata i primarna je hrana stanicama debelog crijeva.

Transplantirana mikrobiota iz pretilih miSeva u miSeve bez mikrobiote takoder utjece na promjenu
ekspresije gena domacina koji kodiraju za proteine koji sudjeluju u sintezi masnog tkiva. Jedan od
takvih proteina je adipocitni faktor induciran postom (eng. fasting-induced adipocyte factor, FIAF),
koji ima klju¢nu ulogu u reguliranju sinteze masnog tkiva. Kad dode do njegove supresije, koju
posreduje odredena mikrobiota i mijenja ekspresiju gena koji kodira za FIAF, dolazi do poveéane
sinteze masnog tkiva iz triglicerida dobivenih iz razgradene hrane. To dokazuje da se u pretilih
subjekata uistinu iz iste hrane koju jedu i subjekti normalne tezine sintetizira viSe energije (Backhed i

sur., 2004).

Vec je jedan dan promijenjene dijete dovoljan da bi se promijenio i sastav mikrobiote, $to je dokazano
u laboratorijskih miseva kojima je u jednom danu promijenjena dijeta od one s visokim udjelom masti

i malim udjelom vlakana na onu s niskim udjelom masti i visokim udjelom vlakana (Wu i sur., 2011).



1.5.1.2. Istrazivanja provedena na ljudima

Istrazivanja na ljudima su pokazala ve¢i omjer mikroorganizama roda Firmicutes u usporedbi s rodom
Bacteroidetes u debelom crijevu pretilin ljudi (Ley i sur., 2006). Povecani kalorijski unos rezultira
povecanim udjelom mikroorganizama roda Firmicutes za otprilike 20 %, a istovremeno se udio
mikroorganizama roda Bacteroidetes smanjuje za 20 % u ukupnom sastavu mikrobiote. To je dokazano
i u pretilih osoba koje su konzumirale dijetu s niskim udjelom ugljikohidrata i masti te izgubile 25 %
tjelesne mase u periodu od godinu dana (Ley i sur., 2005). Medutim, omjeri raznih rodova
mikroorganizama su se mijenjali ovisno o periodu mrsavljenja, vrsti hrane koja se konzumira, uzimanju
antibiotika i drugim faktorima. Potvrdeno je da osobe normalne tezine imaju veci broj vrsta

mikroorganizama u ukupnom sastavu mikrobiote.

Na mikrobiotu debelog crijeva je moguce pozitivno utjecati i konzumacijom prebiotika te probiotika.
Prebioticima se smatraju sastojci hrane koje ljudski organizam ne moze probaviti, ali koji selektivno
stimuliraju rast probiotickih mikroorganizama, posebice bakterija roda Lactobacillus i Bifidobacterium.

Takvi sastojci hrane su na primjer oligosaharidi, poput inulina i rezistentnog skroba.

Probioticima se smatraju zivi mikroorganizmi koji domaéinu pruzaju odredene zdravstvene prednosti.
Dokazano je da povecanim unosom probiotickih suplemenata ili hrane koja sadrzi probiotike, moze
do¢i do znacajnog gubitka na teZini U laboratorijskih Zivotinja (Yoo i sur., 2013), medutim u ljudi su
rezultati istrazivanja jo§ uvijek nekonzistentni. Dror i sur. su dokazali kako promjena u mikrobioti
¢ovjeka moze dovesti do mrsavljenja u odraslih ljudi, ali i do debljanja u djece (Dror i sur., 2017), dok
su Million i sur. dokazali kako vea primjena iste vrste mikroorganizma roda Lactobacillus moze
potaknuti mrSavljenje pretilih ispitanika, a istovremeno potaknuti debljanje u pothranjenih ispitanika
(Million i sur., 2012).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju vaznost sastava mikrobiote ljudskog debelog crijeva u razgradnji
hrane, regulaciji metabolizma masti i sintezi energije. Postavlja se pitanje kako promjena u sastavu
ljudske mikrobiote debelog crijeva utjee na opceniti status ljudskog zdravlja i prevenciju debljanja.
Takoder, mikrobiota debelog crijeva je samo jedan dio ukupne mikrobiote koja nastanjuje ljudsko tijelo
i vi$e je istrazivana u odnosu na sastav mikrobiote drugih dijelova probavnog sustava. Medutim, razlike
u mikroflori usne Supljine u pretilih i osoba hormalne tezine nisu dovoljno istrazene, iako i mikroflora

usne Supljine ima znacajnu ulogu u razvoju pretilosti.



1.5.2. Mikrobiota usne Supljine

S obzirom na dokaze o povezanosti sastava mikrobiote debelog crijeva i razvoja pretilosti, postavlja se
pitanje o utjecaju mikrobiote usta na debljanje jer istrazivanja pokazuju da postoji veza izmedu sastava
mikrobiote crijeva i mikrobiote usne Supljine (Kodukula i sur., 2017). Veza izmedu mikrobiote usne
Supljine i pretilosti je kompleksna i raznolika. Moze biti uzro¢no-posljedi¢na, kao odgovor na povecani
kalorijski unos i hranu siromasnu nutrijentima, a moze biti i oportunisticka, u smislu proliferacije

mikrobiote kao odgovora na promjene metabolizma (Goodson i sur., 2009).

IstraZivanjima je dokazana zna¢ajna razlika izmedu sastava mikrobiote usne Supljine u pretilih i zdravih
pojedinaca. Broj razli¢itih vrsta nadenih u mikrobioti usta pretilih pojedinaca je bio znac¢ajno manji
nego u zdravih pojedinaca, §to je u skladu s nadenim sastavima mikrobiote debelog crijeva, kao i
prevladavanje mikroorganizama koji pripadaju koljenu Firmicutes, u odnosu na koljeno Bacteroidetes
(Tam i sur., 2018). Pronadena je i veza izmedu uCestalosti pojave bakterija roda Lactobacillus u pretilih
ljudi u procesu mrsavljenja te je dokazano da ¢e pretile osobe koje smanje unos ugljikohidrata imati
vise bakterija Lactobacillus u slini, u usporedbi s onima koji su u procesu mrsavljenja, a konzumiraju

iste ili vece koli¢ine ugljikohidrata nego prije mrsavljenja (Rosing i sur., 2017).

Pretilost je uvelike povezana s razvojem dijabetesa melitusa tipa 2, a mikrobiota usne Supljine bi mogla
imati ulogu u razvoju ili sprjecavanju te bolesti. Shillitoe i sur. su proveli ispitivanje sastava sline na
pacijentima s dijabetesom prije i poslije podvrgavanja operaciji ugradnje Zelucane premosnice, koja
obi¢no rezultira znacajnim gubitkom tjelesne mase. Dvanaest tjedana nakon operacije, ispitanici su u
slini imali deset puta ve¢u koncentraciju bakterija iz roda Bifidobacteria te smanjenje koncentracije
endotoksina i TNFa, a Koji su povezani s razvojem rezistencije na inzulin (Shillitoe i sur., 2012). Zbog
toga Sto pretilost uzrokuje povecanje koncentracije endotoksina i TNFa te uzrokuje rezistenciju na
inzulin i razvoj dijabetesa melitusa tipa 2, nastaju mnogi upalni procesi u tijelu. Ti upalni procesi
uzrokuju i bolesti usne Supljine, kao $to je periodontitis. Glavni simptomi periodontitisa su krvarenje

desni, crvenilo desni i neugodan zadah iz usta (Deshpande i Amrutiya, 2017).

Osim navedenih koljena bakterija, u pretilih pojedinaca je zamijeceno prevladavanje mikroorganizama
iz koljena Proteobacteria, Fusobacterium i Actinobacterium. U Kkoljenu Firmicutes, primije¢ene su
statisticki znacajne razlike izmedu koncentracije pojedinih vrsta u pretilih i zdravih pojedinaca. To se
posebno odnosi na mikroorganizme Selenomonas noxia, Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii i Veillonella parvula. U zdravih osoba, mikroorganizmi
iz roda Streptococcus ¢ine 20 % sastava oralne mikrobiote, ali sa zna¢ajno viSe razli¢itih vrsta nego u

pretilih ljudi jer u pretilih ljudi dominiraju samo odredene vrste. 1z koljena Protebacteria je u pretilih



ljudi prevladavala Neisseria mucosa, a iz koljena Bacteroidetes mikroorganizmi roda Prevotella
(Goodson i sur., 2009).

Zanimljivo je istaknuti da je mikrobiota usne Supljine promijenjena i u ljudi koji pate od apneje u
spavanju (Xu i sur., 2018) sto je jedna od ucestalih posljedica pretilosti. Takoder, istrazivanja pokazuju
da je u slini pretilih pusaca i puSaca normalne teZine statistiCki znacajno prevladavala vrsta

Streptococcus sanguinis, u odnosu na osobe koje su nepusaci (Silva-Boghossian i sur., 2018).

Tako postoje odredene hipoteze, potrebno je jos mnogo istrazivanja mikrobiote usne Supljine u pretilih
i zdravih ljudi kako bi se odredio to¢an mehanizam pomocu kojeg promjena u sastavu mikrobiote utjece
na razvoj pretilosti. Takoder, na sastav mikrobiote utje¢u prehrambene i zivotne navike poput tjelesne
aktivnosti, promjene u dijeti, pusenja, duljine spavanja i ostalih zivotnih navika, a prikupljanje $to vise

rezultata u raznim grupama pretilih ljudi omogucit ¢e odredenije zakljucke.
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2. HIPOTEZA

Uzroci pretilosti su mnogi, od genetske podloge do raznih Zivotnih i okoli§nih ¢imbenika. Medutim,
pretilost uvelike uzrokuju sedimentarni nacin Zivota te unos kalorijski bogate i nutritivno siromasne
hrane. Dokazano je da promjena prehrambenih i zivotnih navika rezultira gubljenjem tjelesne mase i
posebno gubitkom masnog tkiva. Sa smanjenjem tjelesne mase, smanjuje se i rizik od razvoja bolesti

koje se povezuju s pretiloscu, kao Sto su dijabetes melitus tipa 2 te bolesti srca i krvozilnog sustava.

Takoder, jedan od okolisnih ¢imbenika koji utjece na razvoj pretilosti je i sastav mikrobiote crijevne
mikroflore. Nadalje, dokazano je da se sastav crijevne mikrobiote mijenja s gubljenjem na tjelesnoj
masi i promjenom Zivotnih i prehrambenih navika. Navedene promjene povezane su i S promjenama

sastava mikrobiote usne Supljine, a §to do danas nije dovoljno istrazeno.

Hipoteza ovog rada je da procesi mrSavljenja i promjene prehrambenih i zivotnih navika utjecu na sastav
mikrobiote usne Supljine i uspje$nost mrSavljenja u skupini pretilih ispitanica Zagrebacke Zupanije.
Sastav mikrobiote usne Supljine ¢e biti raznolikiji nakon mrSavljenja na §to ¢e utjecati promjena u

odredenim prehrambenim i Zivotnim navikama.

Tijek istrazivanja u ovom radu prikazan je na slici 2.

UZORKOVANJE SLINE
+ - — MRSAVLJENJE
ANKETNI UPITNIK Savietovanie
UZORKOVANLJE SLINE
< +

ANKETNI UPITNIK

A J

IDENTIFIKACIJA
UZORKA |

OBRADA
PODATAKA

STATISTICKA
ANALIZA

A A

Slika 2. Shematski prikaz tijeka istrazivanja.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL | METODE

3.1. ISPITANICI

IstraZivanje je bilo otvorenog tipa u kojemu je sudjelovalo 17 sudionica koje su potpisale dobrovoljni
pristanak i sudjelovale u bihevioralnom i strukturiranom petodnevnom programu lijecenja debljine u
Zavodu za endokrinologiju Interne Klinike Rebro, KBC Zagreb. Nakon uklju¢ivanja u program lije¢enja
debljine, uzeti su im osnovni podaci, te su im pruzene podrska i potrebna znanja za promjene zivotnih
i prehrambenih navika. Program ukljucuje i redovno kontroliranje izgubljene tjelesne mase nakon

odredenog vremenskog perioda.

Nakon potpisanog pristanka za sudjelovanje u istrazivanju, pacijentice su ispunile anketni upitnik te se
provelo mjerenje tjelesne visine i tezine. Uzorkovanje sline (2 mL) provedeno je nakon ispiranja usne
Supljine fizioloSkom otopinom. Isto se ponovilo po povratku na kontrolu nakon odredenog vremena

mrSavljenja.
Kriteriji za odabir sudionika istraZivanja su bili:
e shvacanje tijeka istrazivanja i potpisani informirani pristanak,

e ITM visi od 30 kg/m?,

e punoljetnost.

Zbog homogenosti skupine, za potrebe ovog istraZivanja su odabrane samo 0sobe Zenskog spola.
Prosjec¢na starost je bila 48,44 + 14,72 godina, a visina 165,56 + 5,00 cm. Prosje¢an ITM na prvom
mjerenju je bio 41,99 + 7,31.

Skupini pretilosti tipa I, gdje je ITM 30 — 34,9 kg/m?, pripadalo je 11,76 % ispitanica. Skupini pretilosti
tipa 11, gdje je ITM 35 — 39,9 kg/m?, pripadalo je 41,18 % ispitanica, a skupini pretilosti tipa 3, gdje je
ITM >= 40 kg/m?, pripadalo je 47,06 % ispitanica.
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3.2. MATERIJAL

3.2.1. Upitnici o Zivotnim i prehrambenim navikama

Anketni upitnik koji sudionice istrazivanja ispunjavaju obuhvaca niz pitanja o relevantnim i osnovnim
prehrambenim i Zivotnim navikama kao $to su razne skupine namirnica koje se konzumiraju te dnevno
vrijeme sjedenja, vjezbanja i spavanja. U tablici 1 su navedena postavljena pitanja u sklopu upitnika

koriStenog u ovom istrazivanju.

Tablica 1. Pregled upitnika koristenog u istraZivanju.

Broj Prehrambene navike

1. Koliko uobic¢ajeno imate dnevnih obroka?
A) jedan

B) dva

C) tri

D) Cetiri

E) pet ili vise

2. Moja svakodnevna prehrana je:

A) uravnoteZena i raznolika (bogatija vocem)
B) uravnotezena i raznolika (bogatija povréem)

C) uravnotezena i raznolika (jednako zastupljeno voce i povrée)
D) bogata mesom i mesnim preradevinama

E) bogata slatki$ima i grickalicama

F) vegetarijanska

3. Doruckujete 1i?

A) ne

B) da, neredovito

C) da, redovito

4. Dodajete li sol svom obroku za stolom?
A) nikada

B) kad jelo nije dovoljno slano

C) skoro uvijek prije nego $to probam

5. Vas dnevni unos tekucine je:

A) manji od 1 litre

B) izmedu 1 i 2 litre

C) veci od 2 litre

6. Sto najvise pijete od teku¢ine?
A) gazirane sokove

B) negazirane sokove

C) alkoholna pica (vino, pivo i sl.)

D) zZestoka alkoholna pi¢a

E) vodu
F) sve od navedenog

7. Koliko kriski kruha obi¢no pojedete dnevno?
1 - nijednu

2-dotri

3 - Cetiri ili vise
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Broj

Prehrambene navike

Koliko ¢esto koristite maslinovo ulje?

1 — gotovo nikad, 5 — svaki dan

Konzumirate li mlijeko?

A) da, ponekad

B) da, svakodnevno

C) ne pijem mlijeko

10.

Konzumirate li mlije¢ne preradevine (sir, vrhnje, jogurt i sl.)?

A) da, ponekad

B) da, svakodnevno

C) ne

11.

Koliko dnevno konzumirate porcija sljede¢ih namirnica?

Voca?

Povréa?

Mesa?

Ribe?

Broj

Zivotne navike i simptomi

Biste li rekli da je Vase zdravlje bolje u odnosu na proslu godinu?

1 - najbolje mogucée, 5 - najgore moguce

Imate li problema kod obavljanja uobicajenih aktivnosti?

1- nemam nikakvih problema, 5 — imam velikih problema

Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli vremena
hodajuéi ili vjezbajuéi?

A) manje od 20 minuta

B) pola sata

C) 1sat

D) 2 sata

E) vise od 2 sata

Tijekom zadnjih 7 dana, koliko ste dana hodali u trajanju od
najmanje 10 minuta bez prekida?

Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli vremena
sjededi?

A) manje od 1 sata

B) oko 2 sata

C) 3 do 4 sata

D) 8 sati

E) vise od 8 sati

Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli vremena
spavajudéi?

A) manje od 6 sati

B) 6 do 7 sati

C) 8 sati

D) viSe od 8 sati

Jeste li pusacd/ica?

A) pusac

B) povremeni pusac

C) bivii pugad

D) nepusac

Krvari li Vam iz desni, i ako da, koliko ¢esto?

A) prilikom ¢éetkanja zubi ¢esto mi krvari iz desni

B) prilikom ¢etkanja zubi rijetko mi krvari iz desni
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Broj Zivotne navike i simptomi

8. Krvari li Vam iz desni, i ako da, koliko ¢esto?

C) prilikom ¢etkanja zubi nikada mi ne krvari iz desni
D) spontano mi krvari iz desni
E) nikada mi ne krvari iz desni

3.2.2. Laboratorijska oprema za mikrobiolo§ku analizu uzoraka sline

3.2.2.1. Pribor

e Aluminijska folija

e Automatske pipete (200, 1000 pL)

e Erlenmeyerove tikvice razli¢itih volumena
e Kivete po Eppendorfu razli¢itih volumena
e Laboratorijske Zlice

e Ljepljiva traka

e Markeri za pisanje

e Mikrobioloska uSica

e Papir za vaganje i zamatanje cepova

e Pipetni nastavci

e Plasti¢ne Petrijeve zdjelice

e Staklene caSe

e Staklene i plastiéne menzure razli¢itih volumena
e Stanicevina

e Stapié po Drigalskom

e Vata za pravljenje Cepova

3.2.2.2. Kemikalije

e a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (HCCA), MALDI matrica, Bruker Daltonik,
Njemacka

e Acetonitril, LC-MS ¢istoce, Fisher Chemical, Velika Britanija

e Agar, Kemika, Hrvatska

e Amonijev citrat, Kemika, Hrvatska

e Amonijev dihidrogenfosfat (NH4H2PO4), Kemika, Hrvatska

o Bakto-tripton, Kemika, Hrvatska

e Glicerol, Kemika, Hrvatska
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o Kalijev dihodrogenfosfat (KH2.PO4), Kemika, Hrvatska

o Kalijev klorid (KCI), Kemika, Hrvatska

e Kazein hidrozilat, Kemika, Hrvatska

e Kvascéev ekstrakt, Kemika, Hrvatska

e Manganov (1) sulfat tetrahidrat (MnSO4 X 4 H,0), Kemika, Hrvatska

e Magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 x 7 H20), Kemika, Hrvatska

e Man, Rogosa i Sharpe tekuca hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija
e Man, Rogosa i Sharpe kruta hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija
e Mravlja kiselina, p.a., Fluka, Sjedinjene Americke drzave

e Natrijev acetat, Kemika, Hrvatska

e Natrijev citrat, Kemika, Hrvatska

e Natrijev klorid (NaCl), Kemika, Hrvatska

e Natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO,), Kemika, Hrvatska

e Trifluoro octena kiselina, p.a., Sigma Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave

e Tween 80, Kemika, Hrvatska

e Voda, LC-MS c¢istoce, Fisher Chemical, Velika Britanija

3.2.2.3. Aparature

e Analiti¢ka vaga model 1712 MP8, Silver edition, Sartorius, Velika Britanija
e Aparatura za termostatiranje BTE-S, Termo-medicinski aparati, Hrvatska

e Laminar, Iskra, Slovenija

e Vaga, Sartorius, Velika Britanija

e Zamrzivac: Ultra low temperature freezer, New Brunswick scientific, SAD

e Microflex LT spektrometar masa, Bruker Daltonik, Njemacka
3.2.3. Puferi

Za pripremu adekvatnih razrjedenja uzoraka sline za nacjepljivanje na krute hranjive podloge je koriSten
fosfatni pufer (eng. Phosphate Buffered Saline, PBS). Sterilizacija pufera se provodi pri temperaturi
121°C i tlaku 1,01 x 10°Pa. Sastav pufera je naveden u tablici 2.
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Tablica 2. Sastav fosfatnog pufera.

SASTOJAK KOLICINA
NaCl 8¢
KCI 0,24
Na:HPO4 x 2H20 1,159
K2HPO4 0,2g
Destilirana voda do 1000 mL

3.2.4. Hranjive podloge

U ovom radu su za aerobni uzgoj mikroorganizama iz uzoraka sline koristene kompletne hranjive
podloge LB (eng. Luria-Bertani) i MRS (eng. Man, Rogosa and Sharpe broth) u krutom obliku.
Koristene podloge su odabrane kako bi se uzgojio §to veci broj razli¢itih mikroorganizama, a §to je
bitno za mikrobiolo§ku analizu nepoznatog sastava uzorka. Uzgoj se provodio u aerobnim uvjetima, a
navedene hranjive podloge su pripremljene prema uputama proizvodaca i sterilizirane u autoklavu 15
minuta pri temperaturi od 121°C i tlaku 1,01 x 10° Pa.

Kompletna hranjiva podloga MRS koristena je za uzgoj mikroorganizama iz roda Lactobacillus. Sastav
tekuce podloge je naveden u tablici 3, a kruta hranjiva podloga se dobije tako da se prije sterilizacije u

tekuc¢u hranjivu podlogu doda agar u prahu u koncentraciji od 15 g/L.

Tablica 3. Sastav MRS kompletne hranjive podloge

SASTOJAK KOLICINA
Glukoza 209
Mesni ekstrakt 10¢
Kvascev ekstrakt 109
Kazein hidrolizat 10¢g
Kalijev hidrogenfosfat 50
Natrijev acetat 29
Amonijev citrat 29
MgSO4 x 7 H20 0,1g
MnSO4 x 4 H20 0,059
Tween 80 1mL
Destilirana voda do 1 000 mL
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Kompletna hranjiva podloga LB je koristena za uzgoj bakterija. Sastav tekuc¢e podloge je naveden u
tablici 4, a kruta podloga se dobije tako da se prije sterilizacije u teku¢u hranjivu podlogu doda agar u
prahu u koncentraciji od 15 g/L.

Tablica 4. Sastav LB hranjive podloge u tekucem obliku.

SASTOJAK KOLICINA
Bakto-tripton 10g
Kvascev ekstrakt 59
NaCl 5¢

Destilirana voda do 1000 mL

3.2.5. Racunalni programi

Za potrebe deskriptivne i analiticke statistike dobivenih podataka je koriSten program Microsoft Excel
2016 (Microsoft Corporation, SAD). Za potrebe analize dobivenih spektara masa nakon spektrometrije
masa izoliranih kolonija mikroorganizama je koristena programska podrska MALDI Biotyper 3.0.
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3.3. METODE

3.3.1. Uzorkovanje sline

Uzorkovanije sline se provodilo na Zavodu za endokrinologiju Interne klinike Rebro, KBC Zagreb.
Uzoreci sline, u volumenu od 2 mL, su se pacijenticama uzimali poslije ispiranja usne Supljine s 10 mL
fizioloSke otopine te pohranjivali u sterilne epruvete od 15 mL i odmah spremale u hladnjak na -20°C.
Nastavak istrazivanja je proveden u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama gdje su
epruvete s uzorcima pohranjene na temperaturi od -20°C u zamrzivacu prije same mikrobioloSke

analize.

3.3.2. Mikrobiolosko ispitivanje sastava sline
3.3.2.1. Pripremanje decimalnih razrjedenja

Kako bi se uzorci sline nacijepili na hranjive podloge, potrebno ih je razrijediti. Eksperimentalno je
odredeno da se razrjedivanjem sline 100 puta (102) postize optimalna koli¢ina poraslih kolonija
mikroorganizama koje se mogu prebrojati i Koristiti za daljnju analizu. Originalni uzorci sline koji su
bili zamrznuti na -20°C su prethodno ostavljeni na sobnoj temperaturi da se potpuno otope kako bi se

mogli koristiti u pripremi uzoraka za identifikaciju mikroroganizama.

Decimalna razrjedenja uzoraka sline pripremljena su na na¢in da je 107 razrjedenje dobiveno
mijeSanjem 900 pL PBS-ai 100 pL originalnog uzorka sline te dobro promijesano na vorteks mijesalici,
a 10 mijesanjem 100 pL suspenzije 107 razrjedenja sline i 900 uL PBS-a. Svi postupci provodili su

se u sterilnim laboratorijskim uvjetima rada.

3.3.2.2. Nacjepljivanje uzoraka na hranjive podloge

Pripremljene otopine decimalnih razrjedenja uzoraka sline se sterilnim postupkom nacjepljuju na krute
MRS i LB hranjive podloge. Svaki uzorak sline je paralelno nacijepljen na jednu LB i jednu MRS
podlogu u volumenu od 100 pL razrjedenja uzorka sline. Postupak nacjepljivanja na krute hranjive
podloge proveden je Stapicem po Drygalskom tako da se uzorak sline kruznim pokretima razmazao po

cijeloj povrsini ploce. PloCe su termostatirane na 37 °C tijekom 48 sati.

3.3.2.3. lzolacija pojedina¢nih kolonija

Nakon 48-satnog uzgoja na krutim hranjivim podlogama, uocene fenotipski razli¢ite kolonije Su
izolirane na odvojene hranjive podloge metodom iscrpljivanja kako bi se dobile ¢iste bakterijske kulture

za analizu. Svaka odabrana kolonija je ozna¢ena svojom specifiénom oznakom.
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3.3.2.4. MALDI-TOF spektrometrija masa

Identifikacija pojedina¢nih odabranih kolonija poraslih mikroorganizama iz uzoraka sline se provodila
pomoc¢u MALDI-TOF (eng. matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight, matricom
potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom s analizatorom vremena leta) spektrometrije masa u
Laboratoriju za molekularnu i stani¢nu biologiju na Zavodu za molekularnu biologiju Instituta Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu. Mikroorganizmi su identificirani primjenom MALDI-TOF spektrometrije masa
koriste¢i microflex LT spektrometar masa (Bruker Daltonik, Bremen, Njemacka) i programsku podrsku

MALDI Biotyper 3.0.

Pojedinacne izolirane kolonije mikroorganizama na krutim MRS i LB hranjivim podlogama se prenose
sterilnim postupkom na MALDI plocicu te se na njih nanosi 1 pL mravlje kiseline. Nakon susenja,
potrebno je dodati i 1 pL otopine MALDI matrice (otopina a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline u 50%-
tnom acetonitrilu i 2,5%-tnoj trifluorooctenoj kiselini).

SuSenjem se matrica kristalizira, a uzorak koji je uhvacen u matrici se ko-kristalizira. Laserska zraka
ionizira uzorak uhvacen u matrici te se generiraju pojedinacni ioni koji se ubrzavaju do unaprijed
odredenog potencijala i razdvajaju na osnovi razlike u njihovim omjerima mase i naboja. TOF (eng.
time of flight, vrijeme leta) analizator mjeri vrijeme potrebno da ioni produ kroz njegovu cijev te se tako
generiraju karakteristi¢ni spektri masa, ovisno o uzorku. Proteini mikroorganizama koji se vecinski

detektiraju ovom metodom su ribosomalni.

Nakon toga se spektri masa usporeduju s ostalim spektrima masa u bazama podataka, a programski
algoritam raCuna povezanost izmedu dobivenog spektra i spektara koji su pohranjeni u bazama
podataka. Rezultati se izraZzavaju u obliku logaritamskih vrijednosti, koje mogu biti u rasponu od 0 —
3,000. Sigurno identificiranom vrstom mikroorganizma se smatra ona koja pokazuje logaritamsku
vrijednost iznad 2,000, a logaritamska vrijednost izmedu 1,700 i 1,999 pokazuje sigurnu identifikaciju
na razini roda. Logaritamske vrijednosti ispod 1,700 pokazuju nepouzdanu identifikaciju

mikroorganizma.

3.3.3. Statisti¢ka analiza

Za statistiCku obradu podataka je koristen Fisherov egzaktni test uz program Microsoft Excel 2016.
Rezultati su izrazeni u postotcima, aritmeti¢kim sredinama i standardnim devijacijama aritmeticke

sredine gdje je to bilo mogucde.

Pomocu Fisherovog egzaktnog testa ispituje se statisticki znacajna razli¢itost medu dvije skupine
podataka, a u ovom primjeru se koristio za validaciju sastava mikrobiote usne Supljine i odgovora na

anketna pitanja medu ispitanicama, prije i nakon procesa mrsavljenja i promjene zivotnih navika.
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Dvije su hipoteze Fisherovog egzaktnog testa, nulta i alternativna. Nulta hipoteza pretpostavlja da medu
dvjema ispitivanim skupinama nema statisticki znacajne razlike, a alternativna hipoteza pretpostavlja
da medu ispitivanim skupinama ima znacajne razlike. Osim toga, odabire se razina znacajnosti (p—
vrijednost), a u slucaju preliminarnog istrazivanja poput ovog, razina znacajnosti bila je 0,1000. Svaki

rezultat koji pokazuje razinu znacajnosti manju od 0,1000 smatra se statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati mrSavljenja

Istrazivanje je provedeno na skupini od 17 pretilih Zenskih osoba od kojih su sve promijenile
prehrambene i Zivotne navike prema uputama dobivenim na Zavodu za endokrinologiju Interne klinike
Rebro, KBC Zagreb. Prosje¢na dob ispitivane skupine na pocetku istraZivanja bila je 48,44 + 14,72
godina, s rasponom od 23 do 69 godina. Prosjecna visina ispitivane skupine bila je 165,56 £ 5,00 cm, s
rasponom od 157 do 174 cm. Prosje¢ni period mrSavljenja kroz cijelu skupinu je bio 5,76 + 0,60

mjeseci, s rasponom od 6 do 8 mjeseci.

Na pocetku istrazivanja srednja vrijednost tjelesne mase skupine bila je 111,99 + 18,62 kg, s rasponom
od 80,30 do 148 kg. Na prvoj kontroli je srednja vrijednost tjelesne mase bila 105,58 + 17,68 kg, s
rasponom od 82,40 do 141 kg. ITM je izraCunat iz tjelesne visine i tjelesne mase, a srednja vrijednost
mu je na po¢etku mrsavljenja bila 41,99 + 7,31 kg/m?, $to spada u pretilost tipa I11 (>40 kg/m?). Srednja
vrijednost ITM nakon mr3avljenja je bila 38,58 * 6,64 kg/m? (35-39,9 kg/m?), $to spada u pretilost tipa
.

Statistickom usporedbom, koriste¢i t-test usporedbe o¢ekivanja dvije skupine, gdje se vrijednost od 2p

<0.0500 smatra statisticki znacajnom, dobiven je rezultat od 2p <0,3286.

Prije mr3avljenja, 11,76 % ispitanica je pripadalo pretilosti tipa I (30-34,9 kg/cm?), 41,18 % ispitanica
je pripadalo pretilosti tipa I, a 47,06 % ispitanica je pripadalo pretilosti tipa III, $to je prikazano na slici
3.
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47,06%

Tiplll =Tipll =Tipl

Slika 3. Raspodjela ispitanica po tipovima pretilosti prije mrsavijenja (n = 17).

Nakon mrsavljenja, 41,18 % ispitanica je pripadalo pretilosti tipa 111, 17,65 % ispitanica je pripadalo
pretilosti tipa I1, 35,29 % ispitanica je pripadalo pretilosti tipa I, a 5,88 % ispitanica je bilo prekomjerne
tezine, ali ne pretilo, $to je prikazano na slici 4. Prosje¢ni postotak izgubljene tjelesne mase bio je 5,56
* 4,62 %, s rasponom od 0,09 do 16,00 %.

41,18%

Tiplll =Tipll =Tip| = Nije pretila

Slika 4. Raspodjela ispitanica po tipovima pretilosti nakon mrsavijenja (n = 17).
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4.2. Rezultati promjena prehrambenih i Zivotnih navika

Pri uklju¢ivanju u program mrsavljenja u sklopu Interne klinike Rebro, KBC Zagreb, sve ispitanice
ukljucene u studiju su ispunile upitnike vezane za njihove prehrambene i Zivotne navike. Nakon perioda
mravljenja su ponovno ispunile isti upitnik, a pitanja koja sadrzi upitnik navedena su u cijelosti u
tablicama 5 i 6. Nakon s$to su se prikupili podaci iz oba ispunjena upitnika, statisti¢ki su obradeni, a
rezultati su analizirani i medusobno usporedeni kako bi se utvrdila razlika prije i nakon gubitka
kilograma. Statisti¢ki znac¢ajnim rezultatima promjena prehrambenih i zivotnih navika smatraju se oni
koji imaju p-vrijednost nizu od 0,1000. Rezultati usporedbe odgovora na upitnike o prehrambenim

navikama su navedeni u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati statisticke obrade podataka o prehrambenim navikama (n=17).

Prehrambene navike Prije Poslije p - vrijednost
Koliko uobi€ajeno imate dnevnih obroka?
A) jedan 0,00% 0,00% 1,0000
B) dva 17,65% 6,70% 0,6029
C) tri 47,06% 53,30% 1,0000
D) Cetiri 29,41% 26,70% 1,0000
E) pet ili vise 5,90% 13,30% 0,5887
Moja svakodnevna prehrana je:
A) uravnotezena i raznolika (bogatija vocem) 17,65% 25,00% 0,3017
B) uravnotezena i raznolika (bogatija povréem) 23,53% 18,75% 0,4915
C) uravnoteZena i raznolika (jednako zastupljeno voce i
povrce) 35,29% 50,00% 0,0449
D) bogata mesom i mesnim preradevinama 41,18% 18,75% 0,0011
E) bogata slatkiSima i grickalicama 5,90% 6,30% 1,0000
F) vegetarijanska 0,00% 0,00% 1,0000
Doruckujete li?
A) ne 11,76% 12,50% 0,6814
B) da, neredovito 35,29% 37,50% 0,7691
C) da, redovito 52,94% 50,00% 0,7773
Dodajete li sol svom obroku za stolom?
A) nikada 58,90% 58,90% 1,0000
B) kad jelo nije dovoljno slano 41,18% 41,18% 1,0000
C) skoro uvijek prije nego Sto probam 0,00% 0,00% 1,0000
Vas dnevni unos tekucine je:
A) maniji od 1 litre 17,65% 6,30% 0,0153
B) izmedu 1. 2 litre 76,47% 87,50% 0,0419
C) vedi od 2 litre 5,90% 6,30% 1,0000
Sto najvise pijete od tekuéine?
A) gazirane sokove 11,80% 6,30% 0,1380
B) negazirane sokove 5,90% 6,30% 1,0000
C) alkoholna pi¢a (vino, pivo i sl.) 0,00% 0,00% 1,0000
D) Zestoka alkoholna pi¢a 0,00% 0,00% 1,0000
E) vodu 76,50% 87,50% 0,0617
F) sve od navedenog 5,90% 0,00% 0,0289
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Prehrambene navike Prije Poslije p - vrijednost
Koliko kriski kruha obiéno pojedete dnevno?
1 - nijednu 11,76% 25,00% 0,0279
2 - do tri 65% 50,00% 0,0449
3 - Cetiri ili viSe 25,00% 25,00% 1,0000
Koliko ¢esto koristite maslinovo ulje?
1 - najmanje, 5 - najviSe (prosjek) 2,13 2,93 <0,00001
Konzumirate li mlijeko?
A) da, ponekad 47,10% 37,50% 0,2524
B) da, svakodnevno 23,50% 31,30% 0,3421
C) ne pijem mlijeko 29,40% 31,30% 0,8775
Konzumirate li mlije€ne preradevine (sir, vrhnje, jogurt i sl.)?
A) da, ponekad 52,90% 68,80% 0,0294
B) da, svakodnevno 41,20% 18,80% 0,0011
C) ne 5,90% 12,50% 0,1464
Koliko dnevno konzumirate porcija sljede¢ih namirnica?
Voce? (prosjek) 4,75 6,25 <0,00001
Povrée? (prosjek) 4,69 6,06 <0,00001
Meso? (prosjek) 4,59 4,38 0,0370
Ribu? (prosjek) 0.88 1 0,2704

Broj dnevnih obroka koje su ispitanice konzumirale se nije znac¢ajno promijenio, ali je vidljivo neznatno
smanjenje postotka ispitanica koje su konzumirale samo dva obroka dnevno (sa 17,65 % na 6,70 %, p
<0,6029) i povecanje postotka ispitanica koje su jele pet obroka dnevno (5,90 % na 13,30 %, p <
0,5887).

Raznovrsnost prehrane ispitanica se statisticki znacajno promijenila, $to se odnosi na smanjenje unosa
mesa i mesnih preradevina (p <0,0011) i povecanje raznolikosti konzumacije namirnica gdje je jednako

zastupljeno voée i povrée (p <0,0449).

Statisticki znacajna razlika u redovitosti konzumacije dorucka se nije pojavila, s tim da je najveci
postotak ispitanica tvrdio da redovno doruckuju, prije (52,94 %) i poslije mrSavljenja (50,00 %, p
<0,7773). Nije bilo nikakve razlike u konzumaciji soli prije i poslije mrSavljenja, a najveci postotak

ispitanica je u oba slu¢aja (58,90 %, p <1,0000) tvrdio da nikada ne dodaje sol obroku za stolom.

Pojavile su se znacajne razlike u dnevnoj konzumaciji tekucine, gdje se postotak ispitanica koje unose
manje od jedne litre teku¢ine smanjio (p <0,0153), a onih koje unose izmedu 1 i 2 litre teku¢ine povecao
(p <0,0419). Uz koli¢inu tekuéine, znacajno se promijenio i postotak ispitanica koje su pile vodu medu
svim navedenim vrstama pica (p <0,0617), a smanjio postotak ispitanica koje su konzumirale sve vrste
pica (p <0,0289).

Sto se ti¢e unosa kruha, znagajno se povecao postotak ispitanica koje nisu jele nijednu krisku dnevno

(p <0,0279) i smanjio se postotak ispitanica koje su jele do tri kriske kruha dnevno (p <0,0449).
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Statisticki se znacajno povecala ucestalost koristenja maslinovog ulja u prehrani (p <0,00001), a

znacajne promjene u dnevnoj konzumaciji mlijeka nije bilo. Medutim, doslo je do statisticki znacajne

promjene u dnevnoj konzumaciji mlije¢nih preradevina poput sira i jogurta, s porastom postotka

ispitanica koje su konzumirale mlije¢ne preradevine ponekad (p <0,0294) i smanjenjem postotka

ispitanica koje su konzumirale mlije¢ne preradevine svakodnevno (p <0,0011). Statisticki znacajna

promjena u raznolikosti prehrane se ogleda i u porastu dnevne konzumacije voca (p <0,00001), povréa

(p <0,00001) i smanjenjem dnevne konzumacije mesa (p <0,0370).

Zivotne navike, u smislu promjene zdravstvenog stanja, puSenja, spavanja i tjelovjezbe su ispitivane

prije i nakon mrSavljenja u istom upitniku. Rezultati usporedbe odgovora na upitnike o Zivotnim

navikama su navedeni u tablici 6.

Tablica 6. Rezultati statisticke obrade podataka o Zivotnim navikama i simptomima (n=17).

Zivotne navike i simptomi Prije | Poslije | p - vrijednost

Biste li rekli da je Vase zdravlje bolje u odnosu na proslu

godinu?

1 - najbolje moguce, 5 - najgore moguce (prosjek) 3,18 2,71 0,0031
Imate li problema kod obavljanja uobicajenih aktivnosti?

1- nemam nikakvih problema, 5 — imam velikih problema

(prosjek) 1,76 1,41 0,0208
Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli

vremena hodajuci ili vjeZbajuéi?
A) manje od 20 minuta 29,41% | 31,30% 0,8775
B) pola sata 0,00% 0,00% 1,0000
C) 1sat 17,65% | 43,80% 0,0001
D) 2 sata 29,41% | 12,50% 0,0087
E) viSe od 2 sata 23,53% | 12,50% 0,0676
Tijekom zadnjih 7 dana, koliko ste dana hodali u trajanju

od najmanje 10 minuta bez prekida? (prosjek) 4.4 5,73 <0,0001
Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli
vremena sjedeci?
A) manje od 1 sata 0,00% | 12,50% 0,0002
B) oko 2 sata 0,00% 0,00% 1,0000
C) 3do 4 sata 64,71% | 62,50% 0,8830
D) 8 sati 11,76% | 12,50% 0,4349
E) vise od 8 sati 23,53% | 12,50% 0,0676
Unazad 7 dana, koliko ste prosje¢no dnevno proveli
vremena spavajudi?
A) manje od 6 sati 29,41% | 25,00% 0,6330
B) 6 do 7 sati 47,06% | 62,50% 0,0327
C) 8 sati 5,90% | 12,50% 0,1464
D) viSe od 8 sati 17,60% 0,00% <0,00001
Jeste li pusac/ica?
A) pusac 17,65% | 23,53% 0,3856
B) povremeni pusac 5,90% 5,90% 1,0000
C) bivsi pusac 29,41% | 23,53% 0,5218
D) nepusac 47,06% | 41,18% 0,4764
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Zivotne navike i simptomi Prije | Poslije | p - vrijednost
Krvari li Vam iz desni, i ako da, koliko ¢esto?
A) prilikom cetkanja zubi ¢esto mi krvari iz desni 17,65% | 11,76% 0,3222
B) prilikom ¢etkanja zubi rijetko mi krvari iz desni 52,94% | 47,06% 0,4796
C) prilikom ¢etkanja zubi nikada mi ne krvari iz desni 0,00% | 11,76% 0,0003
D) spontano mi krvari iz desni 17,65% | 5,90% 0,0153
E) nikada mi ne krvari iz desni 11,76% | 23,53% 0,0419

Statisticki znacajnim se pokazala promjena u misljenju ispitanica o njihovom op¢enitom stanju zdravlja,
gdje su ispitanice nakon mrSavljenja smatrale njihovo stanje zdravlja zamjetno boljim u odnosu na
proslu godinu (p <0,0031). Takoder, nakon mrSavljenja je veci postotak ispitanica imao manje problema
kod obavljanja tjelesnih aktivnosti (p <0,0208). Sto se ti¢e ucestalosti tjelovjezbe, znadajno se smanjio
postotak ispitanica koje su vjezbale 2 sata tjedno (p <0,0087) i viSe od 2 sata (p <0,0676), ali se povecao
postotak ispitanica koje su vjezbale 1 sat tjedno (p <0,0001). Takoder se znacajno povecao i broj dana
u tjednu u kojem su ispitanice hodale bar 10 minuta dnevno (p <0,0001). Znacajno se povecao i postotak
ispitanica kod kojih se smanjilo dnevno vrijeme sjedenja na manje od jednog sata (p <0,0002), a smanjio

se postotak ispitanica koje su sjedile viSe od 8 sati dnevno (p <0,0676).

Sto se ti¢e navika spavanja, znaGajno se smanjio postotak ispitanica koje su spavale vise od 8 sati
dnevno (p <0,00001), a povecao postotak ispitanica koje su spavale 6 do 7 sati dnevno (p <0,0327).
Nisu primijecene znacajne promjene u pusenju, ali su zamijecene promjene u ucestalosti krvarenja desni
kod ispitanica. Povecao se postotak ispitanica kojima nikada ne krvari iz desni (p <0,0419) te kojima
nikada ne krvari iz desni prilikom ¢etkanja zubi (p <0,0003), a smanjio postotak ispitanica kojima

spontano krvari iz desni (p <0,0153).

4.3. Rezultati analize mikrobioloSkog sastava uzoraka sline

Nakon §to su se uzorci sline skupine pretilih ispitanica, uzorkovani prije i poslije mrsavljenja, razrijedili
i nacijepili na LB i MRS hranjive podloge, uzgojeni su, izolirani i identificirani spektrometrijom masa.
Kako bi se rezultati identifikacije mikroorganizama iz uzoraka sline laksSe statisticki obradili,
mikroorganizmi su svrstani u pripadajuca koljena. Za statistiCku usporedbu ucestalosti pojave pojedinih
mikroorganizama koristen je Fisherov egzaktni test s razinom znacajnosti p = 0,1000, zbog manjeg
broja ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju. To znaci da ¢e svaki rezultat usporedbe ucestalosti

mikroorganizama biti statisticki znacajan ako je za taj uzorak p <0,1000.

1z uzoraka sline skupine ispitanica uzetih prije mrsavljenja, izolirane su i identificirane 77 razlicite vrste
mikroorganizama, koje su pripadale koljenima Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria i
Bacteroidetes. Nakon mrSavljenja, iz uzoraka sline skupine ispitanica je izolirano i identificirano 107
razli¢itih vrsta mikroorganizama, koje su pripadale koljenima Firmicutes, Proteobacteria,

Actinobacteria, Bacteroidetes i Ascomycota.
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U tablici 7 prikazana je statisticka usporedba ucestalosti pojave mikroorganizama iz pojedinih koljena,

prije i nakon mrSavljenja.

Tablica 7. Prikaz statisticke ucestalosti pojave mikroorganizama pojedinih koljena u uzorcima

ispitanica, prije i nakon mrsavljenja.

. Prije mrSavljenja, Poslije mrsavljenja, N
Koljeno % % p - vrijednost
n=77 n =107
Firmicutes 44 59,46 57 53,27 0,3922
Proteobacteria 22 29,73 34 31,78 0,8775
Actinobacteria 9 12,16 14 13,08 1
Bacteroidetes 2 2,70 1 0,90 0,6212
Ascomycota 0 0,00 1 0,90 1

Rodovi Aeromonas, Acidovorax, Moraxella i Chryseobacterium su se prije mrSavljenja pojavili u
uzorcima slina od barem dvije razlicite ispitanice, dok se nisu uop¢e pojavili u uzorcima sline ispitanica
nakon mrsavljenja. Rodovi Viridibacillus, Burkholderia, Neisseria, Cupravidius, Kocuria i Rhizobium
su se pojavili u uzorcima slina od barem dvije ispitanice nakon mr$avljenja, ali prije mrSavljenja uopée

nisu detektirani.

Usporedba ucestalosti mikroorganizama je prikazana posebno za svako koljeno kojemu fti
mikroorganizmi pripadaju. U tablici 8, prikazani su rezultati usporedbe za koljeno Firmicutes, u tablici
9 za koljeno Actinobacteria, u tablici 10 za koljeno Proteobacteria, u tablici 11 za koljeno Bacteroidetes,
a u tablici 12 za koljeno Ascomycetes. Takoder je grafi¢ki prikazana ucestalost identificiranih

mikroorganizama na slikama 5 do 10.
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Tablica 8. Prikaz statisticke usporedbe ucestalosti pojave mikroorganizama iz koljena Firmicutes prije

i poslije mrsavijenja po broju i postotku u pretilih ispitanica. Plavom bojom su oznaceni

mikroorganizmi gdje su rezultati statisticki znacajni.

Mikroorganizmi

Streptococcus australis
Streptococcus crustatis
Streptococcus canis
Streptococcus equi

Streptococcus equinus
Streptococcus ferus

Streptococcus gallinaceus
Streptococcus gallolyticus
Streptococcus gordonii
Streptococcus infantis
Streptococcus intermedius

Streptococcus lutetiensis

Firmicutes

Streptococcus
marimammalium

Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus orisratti
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus phocae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Streptococcus salivarius

Streptococcus sanguinis

Prije
mrsavljenja,
n=17
4

2

%

23,53
11,76
0,00
11,76

0,00

0,00

5,88
0,00
23,53
35,29
0,00

5,88

0,00

29,41
64,71
5,88
35,29
0,00
47,06
0,00
17,65
0,00

23,53

Poslije
mrsavljenja,
n=17
4

0

%

23,53
0,00
5,88
0,00

5,88

11,76

0,00
5,88
17,65
11,76
5,88

5,88

5,88

5,88
22158
5,88
23,53
11,76
11,76
29,41
29,41
11,76

0,00

p - vrijednost

1,0000
0,4848
1,0000
0,4848

1,0000

0,4848

1,0000
1,0000
1,0000
0,2245
1,0000

1,0000

1,0000

0,1748
0,0366
1,0000
0,7080
0,4848
0,0570
0,0455
0,6880
0,4848

0,1026
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Mikroorganizmi

Streptococcus sobrinus
Streptococcus suis

Streptococcus
pseudopneumoniae

Streptococcus vestibularis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus caprae

Staphylococcus carnosus
Staphylococcus cohnii

Staphylococcus
haemolyticus

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus lutrae
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus simulans
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xylosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus kalixensis

Lactobacillus
oligofermentans

Lactobacillus parabuchneri

Prije
mrsavljenja,
n=17
0

2

%

0,00

11,76

5,88

17,65
11,76
0,00
5,88

0,0

0,00

17,65
5,88
5,88
0,00
5,88
5,88

11,76
0,00
0,00

17,65

0,00%
5,88
0,00

0,00

5,88

5,88

Poslije
mrsavljenja,
n=17
1

2

%

5,88

11,76

5,88

23,53
5,88
11,76
5,88

5,88

5,88

23,53
5,88
0,00
5,88
0,00

11,76

11,76
5,88
5,88
0,00
5,88
5,88
5,88

5,88

5,88

0,00

p - vrijednost

1,0000

1,0000

1,0000

1,0000
1,0000
0,4848
1,0000

1,0000

1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2273
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000

1,0000

1,0000
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Mikroorganizmi

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus ruminis
Lactobacillus sakei
Lactobacillus sharpeae
Lactobacillus vini
Lactobacillus zeae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus termitis
Clostridium chauvoei
Clostridium cochlearium
Clostridium limosum
Clostridium novyi
Clostridium tetani
Viridibacillus arvi
Viridibacillus neidei
Bacillus atrophaeus
Bacillus cellulosilyticus
Bacillus cibi
Bacillus litoralis
Lactococcus raffinolactis
Paenibacillus barengoltzii

Weissella minor

Prije
mrsavljenja,
n=17
2

0

%

11,76
0,00
23,53
0,00
0,00
11,76
11,76
11,76
17,65
5,88
5,88
5,88
5,88
0,00
0,00
5,88
0,00
0,00
0,00
0,00
5,88
0,00
0,00
5,88

0,00

Poslije
mrsavljenja,
n=17
5

1

%

29,41
5,88
5,88
5,88
5,88

17,65
0,00
0,00
5,88
0,00
0,00
0,00
5,88
5,88
5,88
0,00
5,88
5,88
5,88
5,88
0,00
5,88
5,88
0,00

5,88

p - vrijednost

0,3983
1,0000
0,3353
1,0000
1,0000
1,0000
0,4848
0,4848
0,6012
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
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Staphylococcus xylosus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus simulans
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus lutrae
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus hominis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus cohnii ssp cohnii
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus caprae
Staphylococcus aureus

Streptococcus vestibularis
Streptococcus pseudopneumoniae
Streptococcus suis
Streptococcus sobrinus
Streptococcus sanguinis
Streptococcus salivarius
Streptococcus salivarius
Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus phocae
Streptococcus parasanguinis
Streptococcus orisratti
Streptococcus oralis
Streptococcus mitis
Streptococcus marimammalium
Streptococcus lutetiensis
Streptococcus intermedius
Streptococcus infantis
Streptococcus gordonii
Streptococcus gallolyticus
Streptococcus gallinaceus
Streptococcus ferus
Streptococcus equinus
Streptococcus equi
Streptococcus canis
Streptococcus crustatis
Streptococcus australis

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00%

M Poslije mrsavljenja Prije mr3avljenja

Slika 5. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Firmicutes u pretilih

ispitanica prije i poslije mrsavijenja (N=17).
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Weissella minor
Paenibacillus barengoltzii
Lactococcus raffinolactis

Bacillus litoralis
Bacillus cibi

Bacillus cellulosilyticus
Bacillus atrophaeus

Viridibacillus neidei
Viridibacillus arvi

Clostridium tetani
Clostridium novyi
Clostridium limosum
Clostridium cochlearium
Clostridium chauvoei

Enterococcus termitis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Lactobacillus zeae
Lactobacillus vini
Lactobacillus sharpeae
Lactobacillus sakei ssp carnosus
Lactobacillus ruminis
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus oligofermentans
Lactobacillus kalixensis
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus casei
Lactobacillus brevis

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%

B Poslije mrsavljenja Prije mr3avljenja
Slika 6. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Firmicutes u pretilih

ispitanica prije i poslije mrsavijenja (N=17).
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Tablica 9. Prikaz statisticke usporedbe ucestalosti pojave mikroorganizama iz koljena Actinobacteria

prije i poslije mrsavljenja po broju i postotku u pretilih ispitanica.

Actinobacteria

Mikroorganizmi

Rothia aeria
Rothia dentocariosa
Rothia mucilaginosa

Agromyces mediolanus
Agromyces italicus
Agromyces cerinus

Agromyces subbeticus

Arthrobacter koreensis

Arthrobacter parietis

Arthrobacter polychromogenes
Arthrobacter psychrophenolicus

Arthrobacter sulfureus
Arthrobacter woluwensis
Castellaniella defragrans

Cellulomonas gelida
Kocuria kristinae
Micrococcus luteus
Nocardia sp.

Streptomyces albus

Prije
mrsavljenja,
n=17
3

3

%

17,65
17,65
23,53
5,88
5,88
0,00
0,00
5,88
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
5,88
0,00
0,00
5,88
5,88

0,00

Poslije
mrsavljenja,
n=17
2

4

%

11,76
23,53
23,53
0,00
0,00
5,88
11,76
17,65
5,88
5,88
5,88
5,88
5,88
0,00
5,88
23,53
0,00
0,00

5,88

p - vrijednost

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4848
0,6012
1,0000

1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,1026
1,0000
1,0000

1,0000
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Streptomyces albus
Nocardia sp
Micrococcus luteus
Kocuria kristinae
Cellulomonas gelida
Castellaniella defragrans

Arthrobacter woluwensis
Arthrobacter sulfureus
Arthrobacter psychrophenolicus
Arthrobacter polychromogenes
Arthrobacter parietis
Arthrobacter koreensis

Agromyces subbeticus
Agromyces cerinus ssp nitratus
Agromyces italicus

Agromyces mediolanus

Rothia mucilaginosa
Rothia dentocariosa
Rothia aeria

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00%

B Poslije mr3avljenja Prije mrsavljenja

Slika 7. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Actinobacteria u

pretilih ispitanica prije i poslije mrsavijenja (Nn=17).

Tablica 10. Prikaz statisticke usporedbe ucestalosti pojave mikroorganizama iz koljena Proteobacteria

prije i poslije mrsavijenja po broju i postotku u pretilih ispitanica.

Proteobacteria

Prije Poslije
Mikroorganizmi mrsavljenja, % mriavljenja, % p - vrijednost
n=17 n=17
Pseudomonas 0 0,00 1 5,88 1,0000
anguilliseptica
Pseudomonas balearica 1 5,88 0 0,00 1,0000
Pseudomonas 0 0,00 1 5,88 1,0000
chlororaphis
Pseudomonas graminis 0 0,00 1 5,88 1,0000
Pseudomonas jinjuensis 0 0,00 1 5,88 1,0000
Pseudomonas monteilii 0 0,00 1 5,88 1,0000
Pseudomonas 2 11,76 1 5,88 1,0000
nitroreducens
Pseudomonas 0 0,00 1 5,88 1,0000
plecoglossicida
Pseudomonas putida 0 0,00 1 5,88 1,0000
Pseudomonas 0 0,00 1 5,88 1,0000
savastanoi
Pseudomonas stutzeri 0 0,00 1 5,88 1,0000
Pseudomonas 2 11,76 1 5,88 1,0000
thermotolerans
Pseudomonas trivialis 1 5,88 0 0,00 1,0000
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Mikroorganizmi

Pseudomonas
vancouverensis

Aeromonas caviae
Aeromonas schubertii
Aeromonas jandaei
Aeromonas salmonicida
Acidovorax avenae
Acidovorax defluvii
Burkholderia ambifaria
Burkholderia cepacia
Burkholderia gladioli
Burkholderia pyrrocinia
Neisseria meningitidis
Neisseria weaveri
Achromobacter spanius
Acinetobacter junii
Aggregatibacter
aphrophilus
Azoarcus communis
Cupriavidus necator
Escherichia coli
Enterobacter asburiae
Haemophilus influenzae
Helicobacter pylori
Herbaspirillum
huttiense
Mannheimia
haemolytica
Moraxella catarrhalis
Morganella morganii
Novosphingobium
aromaticivorans
Ralstonia pickettii
Rhizobium radiobacter
Salmonella anatum
Shewanella
frigidimarina
Sphingobium cloacae
Sphingomonas wittichii
Tatumella citrea

Thauera
mechernichensis

Vibrio anguillarum

Prije
mrsavljenja,
n=17

O P P P OPFP O O OO0 Oo0oOoOoOoOrFrPr PP P PP P -

o P P OPFP P OO0 O O o N o

%

5,88

5,88
5,88
5,88
5,88
5,88
5,88
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
5,88
0,00
5,88
5,88
5,88

0,00

0,00

11,76
0,00

0,00

0,00
0,00
0,00

5,88

5,88
0,00
5,88

5,88
0,00

Poslije
mrsavljenja,
n=17

P O FRP OFR NRF B PP RPRRPRPRPRRPRRPLPNMNOOOOOO O

P O OkFR P O P NRLR P kPO K

%

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
11,76
5,88
5,88
5,88
5,88
5,88
5,88
5,88

5,88

5,88
11,76
5,88%
0,00
5,88
0,00

5,88

5,88

0,00
5,88

5,88

5,88
11,76
5,88

0,00

5,88
5,88
0,00

0,00
5,88

p - vrijednost

1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,4848
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000

1,0000

0,4848
1,0000

1,0000

1,0000
0,4848
1,0000

1,0000

1,0000
1,0000
1,0000

1,0000
1,0000
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Vibrio anguillarum
Thauera mechernichensis
Tatumella citrea
Sphingomonas wittichii
Sphingobium cloacae
Shewanella frigidimarina
Salmonella anatum
Rhizobium radiobacter
Ralstonia pickettii
Novosphingobium aromaticivorans
Morganella morganii
Moraxella catarrhalis
Mannheimia haemolytica
Herbaspirillum huttiense
Helicobacter pylori
Haemophilus influenzae
Enterobacter asburiae
Escherichia coli
Cupriavidus necator
Azoarcus communis
Aggregatibacter aphrophilus
Acinetobacter junii
Achromobacter spanius

Neisseria weaveri
Neisseria meningitidis

Burkholderia pyrrocinia
Burkholderia gladioli
Burkholderia cepacia

Burkholderia ambifaria

Acidovorax defluvii
Acidovorax avenae

Aeromonas salmonicida
Aeromonas jandaei
Aeromonas schubertii
Aeromonas caviae

Pseudomonas vancouverensis
Pseudomonas trivialis
Pseudomonas thermotolerans
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas savastanoi
Pseudomonas putida
Pseudomonas plecoglossicida
Pseudomonas nitroreducens
Pseudomonas monteilii
Pseudomonas jinjuensis
Pseudomonas graminis
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas balearica
Pseudomonas anguilliseptica

0,00% 2,00% 4,00% 6,00% 8,00% 10,00% 12,00%  14,00%

M Poslije mr3avljenja Prije mrsavljenja

Slika 8. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Proteobacteria u

pretilih ispitanica prije i poslije mrsavijenja (Nn=17).
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Tablica 11. Prikaz statisticke usporedbe ucestalosti pojave mikroorganizama iz koljena Bacteroidetes

prije i poslije mrsavljenja po broju i postotku u pretilih ispitanica.

Prije Poslije
Mikroorganizmi mrSavljenja, % mrSavljenja, % p - vrijednost

n=17 n=17

% Chryseobacterium gleum 1 5,88 0 0,00 1,0000

©

'S

E Chryseobacterium joostei 1 5,88 0 0,00 1,0000

[S]

[$5]

@ Weeksella virosa 0 0,00 1 5,88 1,0000

Weeksella virosa R —

Chryseobacterium joostei

Chryseobacterium gleum

0,00% 1,00% 2,00% 3,00%  4,00% 5,00% 6,00% 7,00%

B Poslije mrsavljenja Prije mr3avljenja

Slika 9. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Bacteroidetes u pretilih

ispitanica prije i poslije mrsavijenja (N=17).

Tablica 12. Prikaz statisticke usporedbe ucestalosti pojave mikroorganizama iz koljena Ascomycota

prije i poslije mrsavljenja po broju i postotku u pretilih ispitanica.

Prije Poslije i
Mikroorganizmi  mrsavljenja, % mrsavljenja, % P
- - vrijednost
n=17 n=17
Candida glabrata 0 0,00 1 5,88 1,0000

Ascomycota
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Candida glabrata
0,00% 1,00% 2,00% 3,00% 4,00% 5,00% 6,00% 7,00%

B Poslije mr3avljenja M Prije mrsavljenja

Slika 10. Usporedba ucestalosti pojave odredenih mikroorganizama iz koljena Ascomycota u pretilih

ispitanica prije i poslije mrsavijenja (N=17).

U uzorcima prije i poslije mr$avljenja, rodovi mikroorganizama koji su se najucestalije pojavljivali su
rodovi Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Lactobacillus, Arthrobacter i Enterococcus.
Usporedba ucestalosti pojave tih rodova je prikazana na slici 11. Prije mrSavljenja, u uzorcima sline
ispitanica je statisti¢ki znacajno bila veca udestalost bakterija roda Streptococcus (p <0,0006) te
Enterococcus (p <0,0006), a statisticki znacajno manja ucestalost bakterija roda Staphylococcus (p
<0,0011) i Arthrobacter (p <0,0006). Statisticki zna¢ajne razlike u ucestalosti pojave bakterija roda

Pseudomonas (p <1,0000) i Lactobacillus (p <0,1189) nisu zamijecene, $to je prikazano na slici 11.

W
100%
I I B Prije mriavljenja

0,
82% * B Poslije mriavljenja

80% I—I
60% 59% 59%%
’ 53%
41% * *
40% 35%, I_I I_I
29% 29%
24% 24%
20%
6% 6%
0% H H

Streptococcus  Staphylococcus — Pseudomenas — Lactobacillus Enterococcus Arthrobacter

Slika 11. Frekvencija pojavijivanja rodova najucestalijih mikroorganizama u pretilih ispitanica prije i

poslije mrsavljenja. Statisticki znacajni rezultati su oznaceni crtom i zvjezdicom iznad vrijednosti.
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5. RASPRAVA

Istrazivanje je provedeno na skupini od 17 pretilih Zena ukljucenih u program mrsavljenja u vidu
mijenjanja prehrambenih i zivotnih navika na Zavodu za endokrinologiju Interne klinike Rebro, KBC
Zagreb. Prosje¢na dob skupine je bila 48,44 + 14,72 godina. Na pocetku istrazivanja je prosjecna
tjelesna masa skupine bila 111,96 + 18,62 kilograma, a nakon mrSavljenja 105,58 + 17,68 kilograma.
Koristeci t-test usporedbe ocekivanja medu dvije skupine, gdje se dobivena vrijednost od 2p <0,1000
smatra statisticki znacajnom, ovaj se rezultat ne smatra znacajnim (2p <0,3286). Takoder, na pocetku
istrazivanja je prosje¢ni ITM skupine bio 41,99 + 7,31 kg/m?, a nakon mr3avljenja 38,58 + 6,64 kg/m?,
Sto koristenjem t-testa usporedbe takoder nije bila statisticki znacajna promjena (2p <0,1727). To se
moze objasniti prosje¢nim periodom mrsavljenja od 5,76 = 0,60 mjeseci, koji nije bio dostatan za
statisticki znaCajne promjene tih vrijednosti, ali i nepridrzavanjem preporucenih promjena u
prehrambenim i Zivotnim navikama. Prosje¢ni postotak izgubljene tjelesne mase bio je 5,56 + 4,62 %,
a postotak izgubljene tjelesne mase od 5,00 % se obi¢no preporucuje svakom pretilom individualcu kao

minimalan pocetni gubitak tjelesne mase (Fildes i sur., 2015).

U ovom istrazivanju, ispitanice su trebale prije i poslije procesa mrsavljenja ispuniti anketni upitnik u
kojem su odgovarale na 19 pitanja koja su povezana s prehrambenim i zivotnim navikama poput
konzumacije raznih namirnica, broja obroka i koli¢ine unesene tekuc¢ine te navika pusenja, spavanja i
vjezbanja. Ispitivanjem i statistickim usporedivanjem je utvrdeno da se broj obroka koje su ispitanice
konzumirale nije znacajno promijenio, iako su vidljiva neznatna povecanja postotka ispitanica koje su
jele 5 obroka dnevno i smanjenje postotka onih koje su jele samo dva obroka dnevno. Ovi rezultati su
u skladu s istrazivanjima koja dokazuju da razlika u dnevnom broju obroka nije poticala mrsavljenje
ako je dnevni kalorijski unos ostao isti (Cameron i sur., 2010). Takoder, zna¢ajno se smanjio unos mesa
i mesnih proizvoda (p <0,0011), a dokazano je da povecani unos mesa i mesnih proizvoda doprinosi
razvoju pretilosti (Wang i Beydoun, 2009). Raznolikost prehrane se povecala U ispitanica koje mrSave
$to se ogleda u statisticki znac¢ajnom povecanju udjela vocéa i povréa u prehrani (p <0,0449), a §to je u
skladu s istrazivanjima koja potvrduju da efikasan proces mrsavljenja zahtijeva konzumaciju raznolike

prehrane (Abris i sur., 2018).

Sto se tice udestalosti konzumiranja dorucka, nije se pojavila statisticki znacajna razlika, a najveci
postotak ispitanica je prije (52,94 %) i nakon mrsavljenja (50,00 %, p <0,7773) odgovorio da redovno
doruckuje. To je skladu s postoje¢im istrazivanjima koja dokazuju da ucestalost konzumacije dorucka
nije u korelaciji s promjenom vrijednosti ITM-a (Barr i sur., 2016). Do razlika u konzumaciji soli nije
doslo nakon mrsavljenja, a najve¢i postotak ispitanica je i prije i poslije mrSavljenja tvrdio da nikada
ne zasoljava svoje obroke (58,90 %, p <1,0000). Postojeca istrazivanja dokazuju da povecani unos soli
rezultira povec¢anim okusom zedi i apetitom, a pretila djeca radije biraju zasoljenu hranu. Medutim, nije

dokazano da odrasli pretili ljudi radije biraju zasoljenu hranu jer postoje opre¢ni dokazi (Oh i sur.,
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2017). Rezultati anketnog upitnika pokazuju da pretili ljudi prije mr$avljenja ne preferiraju soliti hranu,
a ta se navika zadrzava i nakon mrSavljenja. Nakon mrSavljenja, U znaCajnog postotka ispitanica Se
povecao dnevni unos tekucine od 1 do 2 litre (p <0,0419), a povecani unos tekuéine je dokazano
povezan s mrsavljenjem (Thornton, 2016). Znacajno se povecao unos vode U ispitanica nakon
mrsavljenja (p <0,0617), a smanjio postotak onih koje su konzumirale sve navedene vrste pica, izmedu
ostalog i gazirane sokove (p <0,0289). Rezultati Papandreou i suradnika (2013) pokazuju da je povecani
unos zaSecerenih sokova, kao $to su gazirana pica, povezan s razvojem pretilosti, a §to potvrduju
dobiveni rezultate u ovom radu. Unos mlijeka nije povezan s razvojem pretilosti (Papandreou i sur.,
2013), a tijekom ovog istrazivanja znacajne promjene u dnevnoj konzumaciji mlijeka nisu zamijecene.
Ipak, doslo je do znacajnog smanjenja postotka ispitanica koje su svakodnevno konzumirale mlijecne
proizvode poput sira i jogurta (p <0,0011) te povecanja postotka ispitanica koje su samo ponekad

konzumirale te namirnice (p <0,0294).

Unos ugljikohidrata je ispitivan kroz prosjecni dnevni unos kruha, a rezultati pokazuju da se nakon
mr$avljenja znacajno povecao postotak ispitanica koje uopée nisu jele kruh (p <0,0279) te smanjio
postotak ispitanica koje su jele do tri kriSke kruha dnevno (p <0,0449). Neka istrazivanja dokazuju
pozitivnu korelaciju izmedu smanjenog unosa kruha bilo koje vrste i efikasnog mrSavljenja, dok postoje
i zakljucci drugih istrazivanja koji tvrde da promjena u unosu kruha nema znacajan utjecaj na gubitak
kilograma (Bautista-Castafio i Serra-Majem, 2012). Stoga se ne moze zakljuciti kako je smanjenje
unosa kruha u skupine ispitanica u ovom istrazivanju zna¢ajno doprinijelo mr$avljenju. Na pocetku
0VvO0g istrazivanja je ispitanicama preporuceno korisStenje maslinovog ulja kao alternative koristenju
zivotinjskih masti u prehrani tijekom procesa mrsavljenja, a rezultati pokazuju statisticki znacajno
uvecéanje ucestalosti koriStenja maslinovog ulja tijekom tog procesa (p <0,00001). Galvao Céndido i
suradnici (2018) su u dvostruko slijepom placebom kontroliranom istrazivanju dokazali da konzumacija
maslinovog ulja smanjuje postotak masnog tkiva u tijelu kod ispitanica s viSkom masnog tkiva. 1z toga
proizlazi da je povecana ucestalost konzumacije maslinovog ulja pomogla ispitanicama tijekom

mrSavljenja.

Na kontroli poslije mr$avljenja, ispitanice su smatrale da je stanje njihovog zdravlja puno bolje nego u
odnosu na proslu godinu i u odnosu na odgovore koje su dale prije zapocinjanja procesa mrsavljenja (p
<0,0031), a takoder su statisticki znacajno imale manje problema kod obavljanja tjelesnih aktivnosti (p
<0,0208). Mrsavljenje uistinu poboljSava opcenito zdravlje organizma, posebno antropometrijska

obiljezja te lipidni i glikemijski profil (Ashtary-Larky i sur., 2017).

Prema rezultatima istrazivanja, statisticki se znaCajno smanjio postotak ispitanica koje su vjezbale 2
sata tjedno (p <0,0087) i vise od 2 sata (p <0,0676), ali se povecao postotak ispitanica koje su vjezbale
1 sat tjedno (p <0,0001). Takoder se zna¢ajno povecao i broj dana u tjednu u kojem su ispitanice hodale

bar 10 minuta dnevno (p <0,0001). Medutim, iako je 1 sat umjerenog vjezbanja tjedno dovoljan za
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prevenciju debljanja, za efikasnije mrSavljenje bi bilo potrebno vjezbati barem 150 minuta tjedno
(Donnelly i sur., 2009) i provoditi aerobne treninge koji su klju¢ni za gubljenje visceralnog masnog
tkiva (Ismail i sur., 2012) te se moze zakljuciti kako adekvatna razina tjelovjezbe nije postignuta u

ispitanica u ovom istrazivanju, a klju¢na je za gubljenje na tjelesnoj masi.

St-Onge i suradnici (2013) su dokazali da nedostatak sna, odnosno prosje¢ni period spavanja manji od
6 sati dnevno, dovodi do razvoja zelje za kalorijski bogatom i nutritivno siroma$nom hranom §to
posljedi¢no dovodi do pretilosti. U ovom istrazivanju, najveci postotak ispitanica je prije mrsavljenja
spavao 6 do 7 sati dnevno, ali se postotak ispitanica koje spavaju 6 do 7 sati dnevno statisticki znacajno
uvecao (p <0,0327), a moze se reci kako je produzeno trajanje spavanja utjecalo na gubljenje na
tjelesnoj masi. Usto, statisticki se znacajno smanjio postotak ispitanica koje su spavale vise od 8 sati
dnevno (p <0,00001), a prosje¢no spavanje duze od 9 sati je takoder povezano s razvojem pretilosti
zbog duzeg perioda mirovanja u danu, smanjene tjelesne aktivnosti i depresije, koja je ¢esta posljedica
pretilosti (Chaput i sur., 2013). Iz toga proizlazi da je i Smanjenje prosje¢nog vremena spavanja na 6
do 7 sati dnevno utjecalo na gubljenje kilograma. Postotak ispitanica koje su pusacice ili puse
neredovito se nije promijenio prije i poslije mr8avljenja §to nije u skladu s ciljem mijenjanja zivotnih
navika prema uputama koje su ispitanice dobile na pocetku istrazivanja. Dare i suradnici (2015)
objasnjavaju kako u pretilih ljudi puSenje moZe dovesti do nakupljanja visceralnog masnog tkiva, ali
naravno i do mnogih komorbiditetnih bolesti i stanja. Nakon mrsavljenja je doslo do statisticki zna¢ajno
smanjenog postotka ispitanica u kojih dolazi do pojave spontanog krvarenja desni (p <0,0153) i
povecanja postotka ispitanica kojima nikad ne krvare desni (p <0,0429). To se moZe objasniti
¢injenicom da je U pretilih ljudi dokazano veca ucestalost pojave upalnih procesa u tijelu, pa tako i u
usnoj Supljini, $to rezultira pojavom raznih bolesti, poput periodontitisa, kojoj su glavni simptomi

crvenilo i krvarenje iz desni (Deshpande i Amrutiya, 2017).

Uzorci sline ispitanica koje su sudjelovale u ovom istrazivanju su uzeti nakon ispiranja usta fizioloSkom
otopinom prije i poslije mr$avljenja, razrijedeni na drugo decimalno razrjedenje, kako bi se broj naraslih
kolonija mogao lako izbrojati, te nacijepljeni na LB i MRS hranjive podloge za uzgoj laktobacila i
enterobakterija, kako bi se pokrio najvec¢i moguci broj vrsta koje se mogu otkriti. Nakon $to su kolonije
narasle na hranjivim podlogama, izolirane su te identificirane spektrometrijom masa, a rezultati su
usporedivani Fisherovim egzaktnim testom s razinom znacajnosti od p = 0,1000, a ta vrijednost je
odabrana zbog malog broja ispitanica u istrazivackoj skupini i same prirode istrazivanja, koje je
preliminarno. Svaki rezultat usporedbe s p vrijednos¢éu manjom od 0,1000 se smatra statisticki

znacajnim.

Tam i suradnici (2018) su dokazali da je sastav mikrobiote usne $upljine zna¢ajno manje raznolik nego
u osoba idealne tjelesne mase, a prevladavaju mikroorganizmi koji pripadaju koljenu Firmicutes. To je

u skladu s rezultatima ovog istrazivanja jer je iz uzoraka sline ispitanica uzetih prije mrSavljenja
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izolirano i identificirano 77 razlicitih vrsta mikroorganizama, koje se moze svrstati u 4 razlicita koljena.
Nakon mrsavljenja, iz uzoraka sline ispitanica je izolirano i identificirano 107 razli¢itih vrsta
mikroorganizama koje se mogu svrstati u 5 razli¢itih koljena. Nije primijeena statisticki zna¢ajna
razlika izmedu ucestalosti pojave razlicitih koljena medu uzorcima sline prije i poslije mrSavljenja, ali
je primijecen trend smanjenja udjela mikroorganizama koljena Firmicutes (s 59,46 % na 53,27 %, p
<0,3922) i Bacteroidetes (s 2,70 % na 0,90 %, p <0,6212). Nakon mrSavljenja, primijeéen je porast
udjela mikroorganizama koji pripadaju koljenu Proteobacteria (29,73 % na 31,78 %, p <0,8775),
Actinobacteria (s 12,16 % na 13,08 %, p <1,0000) i Ascomycota (s 0,00 % na 0,90 %, p <1,0000). Pad
ucestalosti pojave mikroorganizama koji pripadaju koljenu Firmicutes je u skladu s ocekivanjima i
dosadasnjim istrazivanjima, ali pad ucestalosti mikroorganizama koji pripadaju koljenu Bacteroidetes

nije u skladu s dosadasnjim istrazivanjima (Bé&ckhed i sur., 2004).

U uzorcima i prije i poslije mrSavljenja, rodovi mikroorganizama koji su se najucestalije pojavljivali su

rodovi Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Lactobacillus, Arthrobacter i Enterococcus.

Nakon mrsavljenja, 21,49 % vrsta mikroorganizama pripada rodu Streptococcus, $to je u skladu s
istrazivanjem gdje je dokazano da 20 % vrsta mikroorganizama u usnoj Supljini zdravih osoba ¢ine oni
koji pripadaju rodu Streptococcus (Kolebrander, 2000). Medutim, ne moze se reci sa sigurnos¢u da
rezultati ovog istrazivanja u potpunosti podupiru tu €injenicu jer su sve ispitanice osim jedne nakon
mrSavljenja jo§ uvijek pripadale kategoriji pretilih ljudi. Zamijecene su statisticki znacajne razlike u
ucestalosti pojave odredenih vrsta Streptococcus prije i poslije mrSavljenja, a ucestalost pojave roda
Streptococcus medu uzorcima slina ispitanica nakon mrs$avljenja znacajno pada u odnosu na ucestalost
pojave u uzorcima ispitanica prije mr$avljenja (p <0,0006). Vrste Streptococcus oralis (p <0,0366) i
Streptococcus pneumoniae (p <0,0570) su se statisticki znac¢ajno ucestalije pojavljivale u uzorcima sline
pretilih ispitanica prije mr$avljenja, Sto je u skladu s postoje¢im istrazivanjima. Goodson i suradnici
(2009) su dokazali vecu ucestalost bakterije Streptococcus oralis u usnoj Supljini pretilih osoba u
odnosu na osobe zdrave tezine, a ucestalija pojava bakterije Streptococcus pneumoniae u pretilih ljudi
je povezana s ve¢im rizikom od razvoja upale plu¢a koja moze biti posljedica pretilosti. Medutim,
bakterija Streptococcus pyogenes se statisti¢ki znacajno ucestalije pojavljivala u ispitanica nakon
mrsavljenja, a ona je takoder jedan od patogena koji uzrokuju upalu plu¢a. Usto, u uzorcima sline
ispitanica nakon mrsavljenja je doslo do pojave mikroorganizama koji se uopée nisu pojavljivali prije
mrsavljenja, a neki od njih, poput rodova Burkholderia, Viridibacillus, Kocuria i Neisseria su patogeni.
Nakon mrsavljenja je u slini ispitanica takoder statisticki znacajno porastao broj vrsta roda Arthrobacter
u odnosu na uzorke sline uzete prije mrsavljenja (p <0,00006), a te se vrste smatraju oportunistickim
patogenima (Wackett, 2016). Jedan od mogucih razloga za njihovom pojavom moze biti godisnje doba
uzimanja uzoraka, $to je u sluCaju ovog istrazivanja pretezno bio zimski period, kada je dokazano
oslabljen imunitet te je veéa incidencija od pojave infektivnih zaraza (Pascual i Dobson, 2005). Nakon

mrsavljenja je u uzorku sline ispitanica pronaden i rod Rhizobium, koji se prije nije pojavljivao, a

43



njegova pojava se moze objasniti time da su ispitanice konzumirale vise povréa pa moguce i
leguminoza, s ¢ijim korijenima mikroorganizmi roda Rhizobium rastu u simbiozi (Geurts i Bisseling,
2002). S obzirom na sve navedeno, ne moze se zakljuciti da se ucestalost pojave bakterije Streptococcus
pyogenes povecala u uzorcima sline ispitanica nakon mrsavljenja zbog samog gubitka kilograma uslijed

promjene prehrambenih i Zivotnih navika.

Takoder, doslo je i do potpunog izostanka odredenih rodova mikroorganizama iz uzoraka sline
ispitanica nakon mrsavljenja, kao §to su Aeromonas, Acidovorax, Moraxella i Chryseobacterium.
Rodovi Aeromonas, Moraxella i Chryseobacterium su patogeni spojevi, ali se ne moze sa sigurnoscu
zakljuciti kakva je veza izmedu njihove pojave u uzorcima sline ispitanica prije mrsavljenja i potpunog
iSCezavanja u uzorcima sline uzetim nakon mrsavljenja. Mikroorganizmi roda Acidovorax se mogu naci
na vocéu, 1 moze se zakljuciti da je njihova pojava u uzorku bila slu¢ajna, odnosno vjerojatno ovisna o

tome §to su ispitanice jele prije uzorkovanja.

Iako nije statisticki znacajan, zabiljezen je porast ucestalosti pojave vrsta roda Lactobacillus kod
uzoraka sline ispitanica nakon mrsavljenja (p <0,1189). Rosing i suradnici (2017) su pronasli da postoji
veza izmedu uCestalosti pojave bakterija roda Lactobacillus u pretilih ljudi i mrSavljenja te su dokazali
da ¢e osobe koje mrSave i imaju smanjeni unos ugljikohidrata imati vecu ucestalost bakterija roda
Lactobacillus u slini. To je djelomi¢no u skladu s rezultatima ovog istrazivanja, jer su ispitanice u toku
mrsavljenja unosile manje ugljikohidrata u odnosu na njihovu prehranu prije mrsavljenja, a odnosi se
specifi¢no na unos kruha uz p <0,0279. Za podrobnije evaluiranje ovih rezultata, trebalo bi prouditi

ukupni unos pojedinih makronutrijenata u pretilih ispitanica koje su u fazi mrsavljenja.

Nakon mrsavljenja, u uzorcima sline ispitanica znacajno opada ucestalost pojave vrsta roda
Enterococcus. Nema mnogo istrazivanja koja se bave prevladavanjem ove vrste u slini pretilih ljudi, ali
je istrazivanje Hou i suradnika (2017) dokazalo da se mikroorganizmi vrste Enterococcus znacajno vise
pojavljuju u crijevnoj mikrobioti pretile djece. lako je crijevna mikrobiota dokazano povezana s
oralnom mikrobiotom, u ovom istraZivanju se ne moze sa sigurnos$¢u zakljuciti da je opadanje
ucestalosti pojave vrste Enterococcus u uzorcima sline ispitanica bilo povezano s gubitkom kilograma.
Takoder, nakon mrSavljenja u uzorcima sline ispitanica znacajno raste ucestalost pojave bakterija roda
Staphylococcus sto je u skladu s istrazivanjem Wu i suradnika (2018) i moze se zakljuciti da je povezano

s gubljenjem na tjelesnoj masi.

Nedavna istrazivanja Pedrotti i suradnika (2019) na miSevima, in vivo, ex vivo i in vitro, potvrduju da
okolisni podrazaji utjeCu na epigenetske mehanizme, a Kkoji djeluju na aktivnost proliferator
peroksisomalnog receptora gama, osnovnog transkripcijskog regulatora za pohranu lipida i
metabolizam glukoze. Epigenetski ¢initelji u sisavaca, kao $to su starosna dob, hrana, pice, koriStenje
lijekova, naéin zivota, fizicka aktivnost, psihi¢ka optere¢enost i mikrobiota, bitno utje¢u na pojavu i

razvitak debljine.
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Na kraju treba re¢i kako je jedan od nedostataka ovog istrazivanja bio ljudski faktor, odnosno
nepridrzavanje rokova za kontrole pa i to treba uzeti u obzir. Takoder, ovo je preliminarno istrazivanje
s malim uzorkom ispitanika (n = 17) i svakako ga treba prosiriti uz znacajno veci broj ispitanika i uz
kontrolnu skupinu. Tada bi se dobiveni rezultati mogli preciznije interpretirati, posebno kod

pojavljivanja odredenih vrsta mikroorganizama samo u uzorcima sline prije ili nakon mrsavljenja.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i provedene diskusije moze se zakljuéiti:

e Hipoteza rada je u potpunosti potvrdena dobivenim rezultatima koji ukazuju da su procesi
mrsavljenja i promjene zivotnih navika utjecali na sastav oralne mikrobiote u pretilih ispitanica
Zagrebacke zupanije.

e Nakon mrSavljenja, u uzorcima sline ispitanica utvrdena je statisticki znacajno veca ucestalost
bakterija rodova Staphylococcus (p <0,0011) i Arthrobacter (p <0,0006), a manja rodova
Streptococcus (p <0,0006) i Enterococcus (p <0,0006).

e U uzorcima sline ispitanica nakon mrSavljenja, utvrdena je statisticki znacajno manja ucestalost
bakterija Streptococcus oralis (p <0,0366) i Streptococcus pneumoniae (p <0,0570), a veca
ucestalost bakterije Streptococcus pyogenes (p <0,0455).

e Statisti¢ki znacajne razlike u promjenama prehrambenih navika ispitanica bile su smanjeni unos
mesa i mesnih preradevina (p <0,0011) te kruha (p <0,0279), povecani unos maslinovog ulja
(p <0,00001), uravnotezenija i raznolikija prehrana (p <0,0449), poveéani dnevni unos tekuc¢ina
izmedu 112 L (p <0,0419) i povecano konzumiranje vode (p <0,0617).

e Tijekom mrsavljenja, statistiCki znacajne razlike u promjenama zivotnih navika bile su
povecani postotak ispitanica koje su spavale 6 do 7 sati dnevno (p <0,0327) i onih koje su
hodale ili vjezbale 1 sat tjedno (p <0,0001) te smanjeni postotak ispitanica koje su sjedile vise
od 8 sati dnevno (p <0,0676).

e Nakon provedenog razdoblja mrsavljenja u trajanju od 5,76 £ 0,60 mjeseci, ucesnice studije
smatraju svoje zdravlje boljim u odnosu na prethodni period (p <0,0031) i lakSe obavljaju
uobicéajene aktivnosti (p <0,0208), a utvrdeno je i smanjeno spontanog krvarenja desni usta (p

<0,0153).
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9. SAZETAK

Kristina Zuna

Utjecaj promjena prehrambenih i Zivotnih navika na sastav mikrobiote usta u pretilih

Zena Zagrebacke Zupanije

Pretilost je kompleksna bolest koja moze biti uzrokovana genetskim, zivotnim i okoli§nim ¢imbenicima,
a osoba s indeksom tjelesne mase visim od 30 kg/m? se smatra pretilom. Iako je usna Supljina prvi dio
probavnog trakta, vise se zna o povezanosti i utjecaju crijevne mikrobiote na razvoj pretilosti. Cilj ovog
rada je bio ispitati utjecaj promjene prehrambenih i Zivotnih navika na promjenu oralne mikrobiote i
uspjesnost mrsavljenja u skupini od 17 pretilih ispitanica. Prije i nakon mrSavljenja, ispitanice su
mjerene, odgovarale su na anketni upitnik te im je uzet uzorak sline. Sastav mikrobiote usta je ispitivan
nacjepljivanjem uzoraka sline na hranjive podloge, a nakon uzgoja i izolacije Cistih kolonija, pojedini
mikroorganizmi su identificirani spektrometrijom masa. Dobiveni rezultati pokazuju da su ispitanice u
vremenu od 5,6 + 0,60 mjeseci u prosjeku izgubile 5,56 + 4,46 % ukupne tjelesne mase, sa znacajnim
promjenama u sastavu mikrobiote usta uslijed znacajnih promjena u prehrambenim i Zivotnim
navikama. Raznolikost sastava mikrobiote usta bila je zna¢ajno veéa u ispitanica nakon mrsavljenja.
Nadalje, utvrdeno je znadajno smanjenje ucestalosti bakterija Streptococcus oralis i Streptococcus
pneumoniae nakon provedenog mriavljenja. Zivotne navike koje su statistiGki znaajno doprinijele
mrSavljenju i promjeni sastava mikrobiote usta su bile spavanje duze od 6 sati dnevno te ucestalija
tjelesna aktivnost, a prehrambene navike su bile uravnotezenija i raznolika prehrana, poveéani unos
tekuc¢ine, smanjeni unos mesa i mesnih preradevina te povecani unos maslinovog ulja. Rezultati
pokazuju vazan utjecaj promjena prehrambenih i zivotnih navika na sastav mikrobiote usta i na razvoj
pretilosti. Prikazani rezultati su preliminarno istrazivanje, a za sveobuhvatnu sliku promjena pri

mrsavljenju bit ¢e potrebno provesti istrazivanje na brojnijoj skupini ispitanika.

Kljuéne rijedi: pretilost, mikrobiota usta, prehrambene i zivotne navike, mrsavljenje
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10. SUMMARY

Kristina Zuna

Effect of Changes in Nutritional Habits and Lifestyle on the Composition of Oral Microbiota in

Obese Women of Zagreb County

Obesity is a complex disease with genetic, lifestyle and environmental origins, and a person with a body
mass index above 30 kg/m? is considered obese. Although the oral cavity is the first part of the digestive
tract, the connection between obesity and gut microbiota is more researched. The aim of this study was
to examine the effect of changes in nutritional and lifestyle habits on microbial salivary composition
and weight loss performance in a group of 17 obese women. Before and after weight loss, the
participants were measured, responded to the questionnaire, and a sample of their saliva was taken.
Salivary microbial composition was determined by growing samples on solid culture media, isolating
single colonies and identifying them by using mass spectrometry. Obtained results show that the
participants lost 5,56 * 4,46 % of total body mass in the period of 5,6 + 0,60 months, with statistically
significant changes in the microbial composition of the oral cavity due to significant changes in
nutritional and lifestyle habits. Microbial composition of the oral cavity was significantly more varied
in participants after weight loss, while Streptococcus oralis and Streptococcus pneumoniae species
appeared significantly more frequent before weight loss. Lifestyle habits that significantly contributed
to weight loss and changes in the salivary microbial composition were sleeping longer than 6 hours a
day with more frequent physical activity, while significantly important changes in nutritional habits
were a more balanced and varied diet, increased fluid intake, decreased meat and meat products intake
and increased olive oil intake. These results show the importance of the impact of changes in nutritional
and lifestyle habits on the microbial composition of the mouth and on the development of obesity.
Presented results are preliminary, where a larger group of participants would be needed for a more

comprehensive research.

Keywords: obesity, oral microbiota, nutritional habits and lifestyle, weight loss
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