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Uvodnik
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Mikrobiotu ¢ovjeka €ine svi mikroorganizmi koji zive u simbiozi s ljudskim tijelom, a humani mikrobiom sadrzi i do stotinu
puta veci broj gena negoli ljudski genom. lako mikroorganizme mozemo naci u raznim niSama ljudskog tijela, najbrojnija je
mikrobiota probavnog sustava. Mikrobiota je varijabilna medu zdravim ljudima i jedinstvena za pojedinca te na nju utjeCe
mnostvo razli¢itih ¢imbenika. | dalje je nepoznanica sto je to€no zdrava mikrobiota, ali poznate su neke od njenih uloga u
odvijanju fizioloSkih procesa u stanju zdravlja. S druge strane, u slu¢aju narusene ravnoteze, disbioze, moze doci do razvo-
ja bolesti. Disbioza se Cesto povezuje s nastankom brojnih patoloskih stanja od kojih su najviSe istrazena pretilost, kroni¢ne
upalne bolesti crijeva, sindrom iritabilnog kolona, kolorektalni karcinom, alergijske bolesti djece te bolesti usne Supljine.
Razvoj metoda koje ne ovise o kultivaciji mikroorganizama znacajno je unaprijedio prou¢avanje mikrobiote i doprinjeo bo-
liem razumijevaniju interakcije populacija nepatogenih mikroorganizama medusobno i sa svojim domac¢inom. Time je otvo-
ren put prouc¢avaniju utjecaja mikrobiote na razvoj bolesti i primjene modifikacije mikrobiote u preventivne i terapijske svrhe.
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UVOD

U ljudskom tijelu zivi oko 10" bakterija koje ¢ine fi-
ziolosku mikrobiotu ¢ovjeka. To je zajednica od vise
bakterija u svakom covjeku negoli je ikada ljudi zi-
vjelo na svijetu. Primjenom molekularne dijagnosti-
ke medu ljudskom mikrobiotom otkriveno je vise od
1000 razlicitih bakterijskih vrsta od kojih se mnoge ne
mogu kultivirati (1). Ta obilna mikrobiota izvor je jos
izdasnijeg metagenoma koji brojem gena premasuje
ljudski genom i do 100 puta (1-3). Svi mikroorganiz-
mi jedne zajednice, zajedno sa svojim genima i mole-
kulama koje proizvode, ¢ine kompleksni mikrobiom
te zajednice. Prvi katalog bakterijskih gena koji pripa-
daju ljudskom mikrobiomu proizasao je iz rezultata
americ¢kog projekta “The Human Microbiom Project”
(HMP) (4) i europskog projekta “Metagenomics of the
Human Intestinal Tract” (MetaHIT). Ovi projekti su
opisali 15 po bakterijskom sastavu razlicitih nisa u ti-
jelu muskarca i 18 nisa u tijelu Zzene (4). Iako ne po-
stoje dva Covjeka s istim sastavom mikrobiote, postoje
vece sli¢nosti u sastavu mikrobiote medu pripadnici-

ma istih rasa, etni¢kih skupina i srodnih osoba (5).

Tijekom porodaja i nakon rodenja tijelo novorodence-
ta brzo naseljavaju mikroorganizmi s kojima dolazi u
kontakt. Fizioloska mikrobiota pojedinca se intenziv-
no formira tijekom prvih mjeseci zivota i do kraja dru-
ge godine postize sastav koji ostaje stabilan tijekom
cijelog Zivota (3), ako ne dode do veéih poremecaja u
prehrani ili se poremecaj ne izazove unosom antibio-
tika. S obzirom da smo veéinu primarnih bakterijskih
patogena uspjesno stavili pod kontrolu cijepljenjem ili
poboljsanim uvjetima zivota, danas nastanak bakterij-
ske infektivne bolesti vi$e povezujemo s naru$avanjem
slozenog humanog ekosistema negoli s patogenim po-
tencijalom samo jednog mikroorganizma.

S obzirom na veliku varijabilnost mikrobioma medu
ljudima tesko je odrediti $to je zdrava mikrobiota. Mo-
gucnost lijecenja ili sprje¢avanja bolesti modulacijom
mikrobioma pojedinca veliki je izazov u mnogim po-
drudjima medicine.
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ZDRAVI MIKROBIOM

Zadnjih pedesetak godina pokusava se definirati po-
jam tzv. zdravog mikrobioma (mikrobioma u eubiozi),
ali i dalje nije definirano §to to to¢no podrazumijeva
i $to obuhvaca pojam zdravi mikrobiom u pogledu
temporalno-spacijalnog te kvalitativnog i kvantitativ-
nog udjela mikrobiota. Vise se naglasava sama uloga
mikroorganizama koji ¢ine mikrobiotu, takozvanu
funkcionalnu jezgru (engl. functional core), negoli
sama vrsta mikroorganizama koji su sastavni dio hu-
manog ekosustava. Neki autori smatraju da su vaznije
metabolicka uloga mikrobiote i funkcije mikrobiote na
molekularnoj razini nego sam sastav zajednice mikro-
organizama. Stoga ta funkcionalna jezgra nisu nuzno
isti mikroorganizmi u razlic¢itih pojedinaca. Ono $to
karakterizira zdravi mikrobiom je njegov potencijal
da se odupre $tetnim dogadajima i da se oporavi na-
kon izloZenosti smetnjama koje bi mogle dovesti do
narusavanja zdravlja i stanja (ne)ravnoteze (5). Mi-
krobiota se razlikuje medu zdravim ljudima, a isto se
tako i kod pojedinca razlikuju vrste koje su nastanjene
u pojedinim podrucjima tijela. Istrazivanja HMP-a su
pokazala da je zapravo svaki ¢ovjek koloniziran jedin-
stvenom mikrobiotom i posjeduje jedinstveni mikro-
biom(4,6). Vjerojatnu ulogu u toj raznovrsnosti ima-
ju prehrana, okoli§, genetika domacina i utjecaj rane
izlozenosti mikroorganizmima. Na samu varijabilnost
mikrobioma utjecaj bi mogle imati i geografske razlike
podneblja te stil zivota (5). Istrazivanja mikrobiote se
uvelike zasnivaju na metodama metatranskriptomike,
metaproteomike i metabolomike (3).

Bakterije su glavna sastavnica zdrave ljudske mikro-
biote, ali osim njih prisutni su i neki virusi (primar-
no bakteriofagi), gljive, neki ¢lanovi iz domene arheja
(uglavnom roda Methanobrevibacter) i drugi eukario-
ti. O njihovoj funkciji u sklopu ljudskog mikrobioma
nije do sada jos$ otkriveno toliko koliko o ulozi bakte-
rija, jer metode detekcije nisu tako razvijene kao $to
je razvijena tehnologija za uzgoj bakterija (1). Smatra
se da oko 99 % mikrobioma ¢ine bakterijski geni (7).

Iako je debelo crijevo najviSe ispitivano staniste ljud-
ske mikrobiote, jasno da je ona prisutna i u/na nekim
drugim organskim sustavima covjeka, ukljucujudi
usnu $upljinu, rodnicu, kozu, ostatak gastrointesti-
nalnog trakta (sl. 1). U usnoj Supljini najvide su za-
stupljene vrste iz roda Streptococcus spp. (4), na kozi
Corynebacterium spp., Propionibacterium spp. i Stap-
hylococcus spp. (8), dok fiziolosku mikrobiotu zdrave
rodnice najvise ¢ine vrste iz roda Lactobacillus spp.
(4). Bakterije koje ve¢inom prevladavaju u debelome
crijevu koljena su Bacteroidetes i Firmicutes (4) U ma-
njem broju prisutne su Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia i Fusobacteria (3).
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USNA SUPLJINA
Streptococcus
Candida

KOZA
Corynebacterium
Propionibacterium
Staphylococcus
Moraxella
Malassezia

Actinomyces
Neisseria
Rothia
Veillonella

é GASTROINTESTINALNI )
TRAKT
Bacteroidaceae
Clostridiaceae
Prevotellaceae
Eubacteriaceae
Ruminococcaceae
Bifidobacteriaceae
Lactobacillaceae
Enterobacterales
Saccharomycetaceae \
Methanobacteriaceae ) \ [ /

RODNICA
Lactobacillus
Gardnerella
Mycoplasma/Ureaplasma

SL 1. Mikrobiota ¢ovjeka u raznim anatomskim nisama.
[prilagodeno prema Lloyd-Price i suradnici (5)]

Covjek Zivi skupa sa svojom mikrobiotom ¢ineéi
slozeni simbiotski sustav u kojem vlada sklad i rav-
noteza (eubioza), a poremecaj mikrobiote (disbioza)
moze utjecati na razvoj nekih bolesti (npr. alergijske
bolesti, Secerna bolest, maligne bolesti, upalne bole-
sti crijeva, adipoznost). Do disbioze moze do¢i zbog
brojnih vanjskih i unutarnjih promjena, a neke od njih
su promjene u prehrani, primjena antibiotika, stare-
nje, utjecaj egzogenih faktora iz okolisa i slicno (3).
No, jos uvijek nije razjasnjeno je li disbioza uzrok ili
posljedica bolesti, odnosno utire li disbioza put kro-
ni¢noj bolesti ili kroni¢na bolest dovodi do promjena
u crijevnoj mikrobioti (9). Kako je sastav mikrobiote
individualna karakteristika pojedinca i ne postoji uni-
verzalna formula sastava zdrave mikrobiote, ne moze
se to¢no ni razumjeti koji sastav je povezan s razvo-
jem pojedinih bolesti $to otezava prevenciju i lijec¢enje
bolesti povezanih s disbiozom (5). Mikrobiota ¢ovje-
ka ima znacajnu metabolicku, imunolosku i zastitnu
ulogu te se zbog te svoje velike uloge moze izdvojiti
gotovo kao poseban organ, ¢esto nazvan i zaboravljeni
organ (3,10).

MIKROBIOTA GASTROINTESTINALNOG
SUSTAVA

Najvedi broj mikroorganizama ljudske mikrobiote na-
$ao je svoje skroviste u humanim crijevima s velikim
utjecajem na odrZavanje ljudskog zdravlja (3). Anae-
robnih bakterija ima oko 1000 puta vie nego fakulta-
tivnih anaeroba (11). Crijevna mikrobiota ima ulogu u
odrzavanju homeostaze svog domacina, ima utjecaj na
metabolicke procese, fizioloske funkcije, imunoloski
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sustav, probavu hrane i §titi od patogena, a remecenje
te ravnoteze i nastanak disbioze povezuje se s nekim
bolestima gastrointestinalnog trakta (3).

Nedavno je dokazano da mekonij novorodenceta nije
sterilan, odnosno da naseljavanje probavnog sustava
pocinje ve¢ intrauterino (12). Nakon porodaja, prvi
mikroorganizmi koji koloniziraju crijevo podrije-
tlom su s epitela vagine majke, ali i iz okoline (13) i
ukljucuju enterobakterije i enterokoke, a potom slije-
di kolonizacija anaerobnim organizmima poput roda
Bifidobacteria, Clostridia, Bacteroides te anaerobnim
streptokokima (3,14). Crijevna mikrobiota novoro-
dencadi nije tako slozena i raznovrsna kao kod odra-
slih osoba (3). U njenom razvoju i sastavu imaju ulogu
raznoliki ¢imbenici poput nacina porodaja (vaginalno
ili carskim rezom), vrste prehrane (maj¢ino mlijeko
ili dojenacke formule) te primjena antibiotika (15).
Smatra se da u dobi od dvije godine struktura crijevne
mikrobiote djeteta nalikuje sastavu crijevne mikrobi-
ote odraslog ¢ovjeka (3). S druge strane, starenjem se
mikrobiota takoder mijenja te je u ljudi starijih od 65
godina uocena smanjena raznolikost. Koljeno Bacte-
roidetes prevladava u onih koji su smjesteni na trajnu
skrb, dok je kod ostalih izrazenije koljeno Firmicutes.
Primijec¢eno je kako se javljaju upalne promjene koje
su povezane s disbiozom te posljedi¢no s pogorsanjem
bolesti i slabosti u starijih ljudi (3).

Metabolicka uloga. Mikrobiota sudjeluje u regulaci-
ji metabolizma ugljikohidrata, bjelancevina i lipida,
primjerice, ekspresijom svojih enzima, utjecajem na
domacdinove enzime, fermentacijom. Djelovanjem
mikrobiote dolazi do sinteze kratkolan¢anih masnih
kiselina (engl. short chain fatty acid, SCFA). Nadalje,
mikrobiota ima svoje mjesto pri sintezi vitamina K i
nekih vitamina B skupine, u metabolizmu zu¢nih ki-
selina i polifenola iz hrane. Takoder utjece na metabo-
lizam ksenobiotika i lijekova (10).

Antimikrobna zastitna uloga. Crijevni komenzali
sprjecavaju kolonizaciju i prevladavanje mikroor-
ganizama ne samo zauzimanjem Zivotnog prostora i
kompeticijom za nutrijente, ve¢ i na brojne indirektne
nacine poput stimulacije lokalnog imunosnog odgo-
vora ili proizvodnje raznih spojeva s antimikrobnim
u¢inkom. Tako, na primjer, vrste roda Lactobacillus
stvaraju metabolizmom mlijecnu kiselinu koja su-
djeluje u razaranju bakterijske stijenke (10), a sastav
zu¢nih kiselima, koji je odraz ukupnog metabolizma
mikrobiote, bitno utje¢e na germinaciju spora vrste
Clostridioides difficile.

Utjecaj na imunoloski sustav. Crijevna mikrobiota
pridonosi modulaciji imunosnog sustava utje¢uci na
oblikovanje crijevima pridruzenog limfoidnog tkiva
(engl. gut associated lymphoid tissues, GALT), sudje-

lujuéi u razvoju i djelovanju regulacijskih limfocita T
(engl. T regulatory cells, Treg) te regulirajuci prirodene
limfoidne stanice (engl. innate lymphoid cells, ILCs)
(10). Isto tako vrlo je vazna uloga razvoja mikrobiote u
ranim razdobljima djeteta u sazrijevanju imunoloskog
sustava i razvoju alergijskih bolesti (2).

Ocuvanje gastrointestinalnog sustava. Postoje doka-
zi da crijevna mikrobiota pozitivno utjece na odrza-
vanje strukturne barijere gastrointestinalnog sustava
(npr. djelovanjem na medustani¢ne veze - engl. tight
junctions, odrzavanje dezmosoma). Takoder djeluje
na transkripcijski faktor angiogenin-3 koji ima ulogu
razvoju krvnih Zila u crijevima (10).

MIKROBIOTA I GASTROINTESTINALNE
BOLESTI

Promjene crijevne mikrobiote uocene su kod preti-
losti, kroni¢nih upalnih bolesti crijeva (engl. inflam-
matory bowel disease, IBD) - ulceroznog kolitisa (engl.
ulcerative colitis, UC) i Crohnove bolesti (engl. Crohn’s
disease, CD), sindroma iritabilnog kolona (engl. irri-
table bowel syndrome, IBS), kolorektalnog karcinoma,
nealkoholne masne jetre te u jo§ nekim bolestima
(3,16-18).

Sindrom iritabilnog kolona. Sindrom iritabilnog ko-
lona je funkcionalni poremecaj crijeva obiljezen boli i/
ili nelagodom u abdomenu, izmjenjivanjem crijevnog
zatvora s proljevastim stolicama i meteorizmom te ne-
kim drugim gastrointestinalnim tegobama. Glede cri-
jevne flore, novije studije ne samo da potvrduju razlike
u sastavu u usporedbi sa ,,zdravim“ pojedincima, nego
upucuju i na mogucu etiopatogenetsku ulogu u razvo-
ju ovog gastrointestinalnog poremecaja (3,16,17). Na-
vodni mehanizmi koji objasnjavaju ulogu mikrobiote
u patogenezi IBS-a ukljucuju promijenjeni sastav ili
metabolicku aktivnost mikrobiote, aktivaciju odgovo-
ra imunosnog sustava, pove¢anu propusnost crijevne
stijenke i o$te¢enu funkciju sluzni¢ne barijere, sen-
zorno-motoricke poremecaje izazvane mikrobiotom
te poremecenu os crijevo-mikrobiota-mozak (engl.
gut-microbiota-brain axis) (19). U nekoliko studija
naden je porast bakterija iz koljena Firmicutes, kao i
Ruminococcus, Clostridium i Dorea, te zna¢ajno sma-
njenje vrsta roda Bifidobacterium i Faecalibacterium u
odnosu na zdravu populaciju (3). Naden je i pove¢an
omjer koljena Firmicutes i Bacteroidetes (3). S obzirom
na navedeno modulacija crijevne mikrobiote promje-
nama u prehrani, upotrebom antibiotika, probiotika
i protuupalnih lijekova spominje se u literaturi kao
jedna od mogucih strategija u ublazavanju simptoma
IBS-a (19) no za kona¢nu potvrdu potrebno je price-
kati rezultate relevantnih prospektivnih randomizira-
nih studija.
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Kronic¢ne upalne bolesti crijeva. Crohnova bolest i
ulcerozni kolitis su kroni¢ne upalne bolesti gastroin-
testinalnog sustava koje karakteriziraju faze relapsa i
remisije (3,20). Premda etiologija IBD-a nije u cijelosti
razja$njena, rije¢ je o neadekvatnom upalnom odgo-
voru na sadrzaj crijeva koji se razvija u nasljedno pre-
disponiranih pojedinaca (21). Povecanje incidencije
IBD-a povezuje se s nizom okoli$nih ¢imbenika kao
§to su nacin porodaja, rana prehrana, rana primjena
antibiotika, pretjerana higijena i nedostatak parazitar-
nih infekcija te s unosom odredenih nutrijenata (maj-
¢ino mlijeko vs. umjetna prehrana) (22). Pretpostavlja
se da je uzrok upale smanjena bakterijska raznolikost,
a izmedu ostaloga i smanjena koli¢ina bakterija iz ko-
ljena koja ina¢e dominiraju, Firmicutes i Bacteroidetes,
te su reducirani i Clostridium leptum i Clostridium coc-
coides grupe (23). S druge strane, neki istraziva¢i sma-
traju da su u patogenezu IBD-a ukljucene specificne
vrste, a ne opcenita disbioza mikrobiote. Na primjer,
povezanost Enterobacterales kod pacijenata s UC i ad-
herentno-invazivne E. coli kod bolesnika s CD (3).

Kolorektalni karcinom. Kolorektalni karcinom (engl.
colorectal cancer, CRC) je jedan od vodecih uzroka
smrtnosti medu malignim bolestima. Postoje studi-
je koje pokazuju poveznicu izmedu mikrobiote i ra-
zvoja CRC-a. Cinjenica je da debelo crijevo sadrzava
najveéu gusto¢u mikrobne populacije u gastrointe-
stinalnom traktu i stoga ne ¢udi moguca uloga mi-
krobiote u razvoju CRC-a. Utvrdeno je da odredena
hrana i hranjive tvari utjecu na rizik razvoja CRC-a
(24), bududi da utjeCu na sastav crijevne mikrobiote
(25). Istrazivanjima se utvrdilo da je izlaganje antibi-
oticima rano u zivotu povezano s pove¢anim rizikom
od CRC-a u dobi od 60 godina (26), $to upucuje da
ste¢ena disbioza ostaje promijenjenom duze razdoblje
(27). Smatra se da osim bakterija i njihovi metaboli¢-
ki produkti utjecu na karcinogenezu stanica debeloga
crijeva. Crijevna mikrobiota i njeni metaboliti mogu
dovesti do upalnih zbivanja, $to je rizi¢ni ¢imbenik
za pokretanje kaskade koja dovodi do oste¢enja DNA
stanice i mehanizama popravka, odnosno do maligne
transformacije. Rezultati nekih istrazivanja ukazuju
da vrste roda Fusobacterium, Streptococcus gallolyticus
subsp. gallolyticus, enterotoksi¢ni B. fragilis te adhe-
rentno-invazivna E. coli imaju prokarcinogena svoj-
stva (18). Uocena je veca prisutnost Fusobacterium
spp. (28) i Campylobacter spp. u tkivu kolorektalnog
karcinoma (18).

Pretilost. Broj pretilih osoba raste iz dana u dan, stoga
pretilost predstavlja jedan od vodecih javnozdravstve-
nih problema kako u razvijenim, tako i u nerazvijenim
zemljama. Govorimo o epidemiji pretilosti koja je po-
primila globalni razmjer (1). Osim do sada ve¢ dobro
poznatih ¢imbenika koji dovode do nastanka pretilo-
sti, smatra se da i crijevna mikrobiota ima ulogu u eti-
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ologiji debljine. Danas je velik broj istrazivanja usmje-
ren na ulogu prebiotika i probiotika u manipulaciji
sastava crijevne mikrobiote, a sve se viSe pozornosti
obraca ucinku razli¢itih restriktivnih dijeta i tjelesne
aktivnosti na njezin sastav. Vjerojatno najpoznatiji ek-
sperimenti koji ukazuju na ulogu crijevne mikrobiote
u energetskoj ravnotezi su oni na ,sterilnim® i ,,nor-
malnim® laboratorijskim miSevima, gdje se pokaza-
lo da transplantacija mikrobiote izolirane iz debelog
crijeva pretilih miSeva u miseve sa sterilnim crijevima
(uzgojenih bez prisutnosti mikroorganizama) dovodi
do povecanja udjela masnog tkiva i pojave inzulinske
rezistencije kod ,sterilnih® miSeva (30). To upuluje
da sastav crijevne mikrobiote pretilih mi§eva promo-
vira porast tjelesne mase. Rezultati studija na ljudima
u skladu su s rezultatima studija na Zivotinjama te se
pokazalo da pretile osobe imaju nizi udio bakterija
koljena Bacteroidetes, a vi$i udio bakterija koljena Fir-
micutes u usporedbi s kontrolnom skupinom koja je
imala adekvatnu tjelesnu masu (31). Nije jo$ do kra-
ja razjasnjeno kako mikrobiota utje¢e na homeosta-
zu energije u ¢ovjekovom organizmu, no nekoliko je
pretpostavljenih mehanizama i ovdje ¢e biti spomenu-
ti samo neki od njih (32). Crijevna mikrobiota utje-
e na regulaciju receptora vezanih za G-protein (npr.
GPR41) prozvodnjom SCFA, liganda za ove receptore
(33). Istrazivanja su pokazala da je koli¢ina proizvede-
nih SCFA veca kod osoba s prekomjernom tjelesnom
masom i pretilih osoba (31). Bakterijski lipopolisaha-
rid (LPS) iz stijenki gram-negativnih bakterija potice
lu¢enje proupalnih citokina poput interleukina 6 (IL-
6) i ¢imbenika nekroze tumora o (engl. tumor necro-
sis factor o, TNF-a), a poznato je da je kroni¢na upala
niZeg stupnja povezana s pretiloscu (34). Zasigurno ce
daljnje novije spoznaje o ,skrivenom metabolickom
organu®, odnosno o crijevnoj mikrobioti pripomod¢i i
pri lije¢enju navedenih gastrointestinalnih bolesti.

MIKROBIOTA I ALERGIJE

Sli¢no pretilosti, posljednja su desetlje¢a obiljezena
i znatnim povecanjem pobola od alergijskih bolesti
kod djece u razvijenim zemljama, a jedna od hipoteza
poznata pod nazivom ,hipoteza o poja¢anoj higijeni®
pretpostavlja da je rije¢ o posljedici izostanka kontakta
s velikim brojem raznorodnih bakterija i crijevnih pa-
razita kojemu je u prethodnim tisuclje¢ima bila izlo-
zena svaka ljudska jedinka od samog rodenja nadalje
(35). Ove najcesce kroni¢ne bolesti u djece razvijaju
se u nasljedno predisponiranih pojedinaca (36), ali uz
znatan utjecaj okoli$nih ¢imbenika kakvi su prehrana,
stres, oneci$¢enje okolisa, neki lijekovi te ve¢ spome-
nuta reducirana izloZenost bakterijama i parazitima
(37,38). Koje su bakterijske vrste protektivne, a koje
poticu alergiju nije, medutim, do kraja razjasnjeno
(34).
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Brojne su studije potvrdile da se crijevna mikrobiota
u alergi¢ne djece razlikuje od crijevne flore u zdravih
vr$njaka (34). Stovise, utvrdene su i povezanosti poje-
dinih atopijskih bolesti (astme, atopijskog dermatitisa,
alergijskih reakcija na hranu, alergijskog rinokonjunk-
tivitisa) sa ¢imbenicima koji mogu trajno uvjetovati
promjene u sastavu mikrobiote poput rane primjene
antibiotika, carskog reza, dojenacke prehrane, stanja
okoline, uvjeta stanovanja (npr. prasina), itd. (38). Ve¢
je dulje vrijeme poznato da crijevna mikrobiota uvje-
tuje na razli¢ite nacine i putem razli¢itih mehanizama
na razvoj i sazrijevanje imunosnog sustava te stoga ne
¢udi da promjena njezina sastava moze biti povezana
s alergijskim bolestima. Osim §to prvi mjeseci Zivota
imaju vaznu ulogu u stvaranju raznovrsne mikrobiote,
bitni su i dogadaji tijekom trudnoce. Neke studije po-
kazuju protektivni u¢inak na razvoj alergija kod djece
¢ije su majke bile u kontaktu sa stokom (38). Uoceno
je da su djeca koja boluju od alergijskih bolesti manje
kolonizirana bakterijama iz koljena Bacteroides i vrsta-
ma iz roda Bifidobacterium. Izlozenost bakterijama iz
koljena Bacteroidetes i Firmicutes u ku¢noj prasini tije-
kom prve godine Zivota moze biti zastitni cimbenik za
pojavu otezanog disanja (38), dok je jaca kolonizacija
vrstama Staphylococcus aureus i Clostridioides difficile
potencijalni ¢imbenik za nastanak alergije (38).

Osim vaznosti crijevne mikrobiote, pokazalo se da i
mikrobiota u disnim putevima utjece na razvoj astme.
Kolonizacija orofarinksa vrstama Streptococcus pneu-
moniae, Haemophilus influenzae ili Moraxella catarr-
halis u prvim mjesecima zivota rizi¢ni je ¢imbenik za
razvoj astme (2). Prema nekim studijama mikrobiota
di$nog sustava kod oboljelih od astme ima utjecaj i na
odgovor na terapiju kortikosteroidima. Jednako kao
$to je bitan razvoj crijevne mikrobiote u ranom Zivotu
djeteta, tako su prvi mjeseci bitni i u razvoju mikro-
biote di$nih puteva. S obzirom na ulogu mikrobiote u
razvoju alergijskih bolesti, ne ¢udi interes za primje-
nom probiotika u cilju prevencije alergijskih bolesti
kod djece. Velik broj randomiziranih kontroliranih
studija istrazivalo je ulogu probiotika u razvoju atopij-
skog dermatitisa. No, primjena razli¢itih vrsta i sojeva
bakterija, doza i trajanja terapije te vremena aplikacije
otezavaju tumacenje rezultata istrazivanja (39). Iako
su najnovija istrazivanja pokazala da uporaba probi-
otika smanjuje rizik od atopijskog dermatitisa ako se
daju majci tijekom trudnoce i djetetu nakon rodenja,
pokazalo se da oni ne sprjecavaju kasniji nastanak
alergijske astme i alergijskog rinitisa, odnosno da ¢ak
povecavaju rizik od njihova nastanka (35).

MIKROBIOTA I PATOLOSKE PROMJENE U
USNOJ SUPLJINI

Mikrobiota usne $upljine je nakon crijevne mikrobiote
druga po raznolikosti mikroorganizama u tijelu te je i
u ovom prostoru nadeno oko 700 vrsta bakterija od
kojih dominiraju rodovi Streptococcus, Leptotrichia,
Actinomyces, Neisseria, Peptostreptococcus, Fusobacte-
rium i Kingella (40,41). Baza podataka The human oral
microbiome database (HOMD) pruza detaljan uvid
u sekvence bakterijskog genoma oralne mikrobiote.
Osim bakterija mikrobiotu usne Supljine ¢ine i neki
virusi, protozoe (Entamoeba gingivalis i Trichomonas
tenax), gljive (Candida spp. i ostale vrste) i neke vr-
ste arheje (Methanobrevibacter oralis). Tesko je toéno
precizirati koji sve mikroorganizmi koloniziraju usnu
$upljinu, jer bakterije iz okoli$a (iz vode, hrane, zraka)
lako dospijevaju u usta, a na kolonizaciju utjece i kon-
takt medu ljudima (npr. ljubljenje). Osim toga ve¢ina
ovih mikroorganizama se tesko kultivira u laborato-
rijskim uvjetima (6,41). Odrzavanje oralne higijene
bitno je za zdravlje usne $upljine, jer u suprotnom u
interakciji domacina i bakterija dolazi do stvaranja
biofilma na povrsini zuba i olakSanog razvoja karijesa
i parodontalne bolesti (parodontitis) koji se ubrajaju
u najcesce bolesti ¢ovjeka. Ako ude u krvotok, mi-
krobiota usne $upljine moze izazvati i sistemnu bolest
poput infektivnog endokarditisa ili apscesa u mozgu i
jetri (6).

Kod ljudi koji kontinuirano konzumiraju vecée kolici-
ne namirnica bogate ugljikohidratima, razgradnjom
$ecera stvara se okoli$ s nizim pH koji sprjecava rast
na kiselinu osjetljivih mikroorganizama, a pogoduje
rastu vrsta kojima kiseli okoli$ odgovara, poput vrste
Streptococcus mutans i Lactobacillus spp. te dolazi do
disbioze oralne mikrobiote i predispozicije za nasta-
nak karijesa (6). Kariogene vrste su i same proizvodaci
kiselina $to doprinosi o$tecenju cakline i dodatno pri-
donosi stvaranju karijesa. Ako se karijes ne lijeci, o$te-
¢enje moze napredovati sve do pulpe zuba i anaerobne
proteoliticke bakterije mogu dovesti do endodontickih
infekcija. Na povrsini zubiju stvara se dentalni plak
(biofilm) ¢iji su prvi kolonizatori gram-pozitivni ae-
robni i fakultativni anaerobni uzro¢nici (Streptococcus
spp. i Actinomyces spp.). Sve dok se redovito i pravilno
odrzava higijene usne $upljine taj plak je u stadiju koji
nije opasnost za zdravlje. Kada se oralna higijena ne
odrzava, plak se mijenja i dominiraju gram-negativ-
ne (Fusobacterium, Treponema) i anaerobne vrste koje
svojim djelovanjem izazivaju upalne promjene i nasta-
nak gingivitisa. Kod parodontitisa se stvaraju duboki
dzepovi zbog razdvajanja gingive i zuba te anaerobni
uzro¢nici stvaraju infekciju koja dovodi do razgradnje
kosti. Zub se rasklimava, a u uznapredovaloj fazi moze
doc¢i i do njegovog ispadanja (6,40).
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UPORABA U FORENZICI

Fierer i sur. (42) su izveli nekoliko studija kojima su
pokazali kako bi se razli¢it individualni bakterijski sa-
stav na kozi mogao iskoristiti u forenzicke svrhe. Us-
poredivali su bakterije (odnosno bakterijsku DNA) na
kozi jagodica s bakterijama koje su nadene na predme-
tima koje su dirali pojedinci i uo¢ili da sastav bakterija
na predmetu koji je dirala odredena osoba odgovara
sastavu bakterija na kozi te osobe ¢ak i ako je pred-
met stajao na sobnoj temperaturi 2 tjedna. Istrazivani
predmet bili su tipkovnica i racunalni mi$ te su uvi-
djeli da je sli¢nost sastava bakterija na kozi vlasnika
tipkovnice i nadenih bakterija na tipkovnici ve¢a nego
s drugim osobama. Bakterije su s prstiju prenesene na
predmete i ve¢ina tamo i opstaje zbog svoje otpornosti
na uvjete okolisa. Tako bismo mogli re¢i da je kozna
mikrobiota poput otiska prsta karakteristi¢na za svaku
osobu (42). Bit ¢e zanimljivo pratiti mogu¢nost nove
uloge mikrobiote u forenzickom svijetu u budu¢nosti.

METODE ZA PROUCAVANJE MIKROBIOTE

Otkako je Robert Koch 1881. godine implementirao
tehniku uzgoja na krutim hranjivim podlogama, dugo
je vremena pozornost mikrobiologa bila usmjerena
iskljuc¢ivo na interakciju ljudskog organizma i patoge-
nih mikroorganizama (43). Zbog ograni¢enja metoda
kultivacije i prevladavaju¢eg misljenja koje je u zna-
¢ajnoj mjeri marginaliziralo utjecaj nepatogenih mi-
kroorganizama, istrazivanja utjecaja koloniziraju¢ih i
nepatogenih populacija mikroorganizama na ljudski
organizam bila su ostavljena po strani (44).

Razvoj metoda koje se temelje na kultivaciji, ali i me-
toda koje ne ovise o kultivaciji mikroorganizama una-
prijedilo je proucavanje mikrobiote i doprinijelo je
boljem razumijevanju vaznosti interakcije populacija
nepatogenih mikroorganizama koje nastanjuju razli-
¢ite niSe ljudskog organizma.

Opcenita pretpostavka je da se 10-50 % razli¢itih
bakterijskih vrsta ljudske mikrobiote moze izolirati i
uzgojiti klasiénim mikrobioloskim metodama in vitro
(45,46), no uzgoj mikroorganizama ovisi o velikom
broju razlic¢itih parametara koji uvelike ogranicavaju
detaljno istrazivanje mikrobiote. Slabo zastupljene,
oligotrofne, spororastu¢e mikroorganizme cesto pre-
rastu zastupljenije vrste i vrste koje karakterizira brzi
rast. Sastav konvencionalnih hranjivih medija, pH,
temperatura i esencijalne hranjive tvari bitni su fak-
tori koje treba prilagoditi svakom mikroorganizmu
(3,44). Iako su nedostatci ovakvih metoda o¢iti, kul-
tivacija mikroorganizama koji sac¢injavaju mikrobiotu
nuzna je zbog detaljne analize pojedinih vrsta i sojeva
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u svrhu poblizeg razumijevanja fizioloskog odnosa s
domacinom i moguénosti njihove primjene u terapij-
ske svrhe (44).

Veliki napredak u istrazivanju mikrobiote postignut
je 1980-ih godina implementacijom molekularno-bi-
oloskih metoda. Ovakvim se metodama analizira
ukupna DNA izolirana iz uzorka bez potrebe za kul-
tivacijom mikroorganizama in vitro ¢ime se dobiva
neposredan uvid u sastav mikrobiote. Molekularno
bioloske metode su, za razliku od metoda ovisnih o
uzgoju, pouzdanije i brze, temelje se na analizi nukle-
inskih kiselina (uglavnom DNA) i ne ovise o varijabil-
nim morfoloskim karakteristikama mikroorganizama
koje Cesto variraju ovisno o uvjetima uzgoja (44,47).

Medu prvim molekularno-bioloskim metodama kori-
$tenima u istrazivanjima mikrobioma je fluorescentna
hibridizacija in situ (engl. fluorescence in situ hybri-
dization, FISH) te Sangerovo sekvenciranje (44,48).
Zbog svojih ogranicenja i tehnicki zahtjevne izvedbe
ove metode se ne ubrajaju u tzv. visokoprotocne me-
tode (engl. high-troughput) analize mikrobioma i ne
pruzaju detaljan uvid u raznolikost mikrobioloskih
populacija mikrobiote (44,49).

Molekularno-bioloske metode neovisne o uzgoju koje
mogu obraditi ve¢u koli¢inu uzoraka ukljucuju poli-
morfizam duZine terminalnih restrikcijskih fragme-
nata (engl. terminal restriction fragment length poly-
morphysm, T-RFLP) i denaturirajuc¢u gradijentnu gel
elektroforezu (engl. denaturing gradient gel electropho-
resis, DGGE) (2). T-RFLP je zbog relativne jednostav-
nosti jedna od najéesce koristenih tzv. ,fingerprinting®
metoda koja se redovito koristi u analizi ribosomskih
gena gljiva (18S rDNA), bakterija i arheja (16S rDNA).
Intenzivna analiza mikrobioma u sustini zapocinje
2005. godine primjenom metoda sekvenciranja DNA
sljedeée generacije (engl. next generation sequencing,
NGS) (44). Za razliku od Sangerovog sekvenciranja
DNA, NGS-om je moguce sekvencirati kompletni
bakterijski genom za nekoliko sati ili dana uz dra-
sticno smanjenje troskova i kompleksnosti izvodenja.
Primjena NGS-a omogucuje detaljnu analizu sastava
mikrobioma i istovremenu identifikaciju pojedinih
bakterijskih vrsta, a zbog uspjesne detekcije i najmanje
zastupljenih mikroorganizama pogodno je za pracenje
minimalnih promjena i fluktuacija populacija mikro-
organizama (44,47). Primjena NGS metoda ukljucuje
zahtjevnu bioinformaticku analizu i kontrolu kvalitete
te dostupnost opsezne referentne baze podataka.

Unato¢ primjeni sve naprednijih metoda sekvencira-
nja DNA i bioinformaticke obrade velike koli¢ine po-
datka vjerni prikaz sastava mikrobiote i dalje ovisi o
Cesto previdenom problemu kvalitetne izolacije uku-
pne DNA i amplifikaciji gena lan¢anom reakcijom po-
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limerazom (3). Razli¢iti protokoli izolacije DNA istih
uzoraka cesto rezultiraju drugacijim rezultatima. Ovo
se pogotovo odnosi na problem nejednako uc¢inkovi-
te izolacije DNA gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija (40). Prisutnost kompleksnih polisaharida,
zu¢nih soli, lipida i ostalih inhibitora lanc¢ane reakcije
polimerazom ¢esto narusavaju ucinkovitost amplifi-
kacije DNA.

Trenutno se razvijaju platforme sekvenciranja ,trece
generacije” kojima je moguce sekvencirati samo jednu
molekulu DNA. Najznacajnije platforme takvog tipa
su PacBio RS II (Pacific Biosciences) i MinION nano-
pore device (Oxford Nanopore Technologies) koje ne
zahtijevaju amplifikaciju DNA lan¢anom reakcijom
polimerazom. Iako obecavajuce, ovakve platforme i
dalje karakterizira odredena nestabilnost i velik po-
stotak pogreske te njihova primjena trenutno nema
veliko znacenje u analizi mikrobioma i sekvenciranju
opcenito (44).

Sama prisutnost i fluktuacija populacija mikroorga-
nizama koji ¢ine mikrobiotu nije jedini ¢imbenik koji
utjece na interakciju s ljudskim organizmom. Istrazi-
vanja mikrobiote na razini transkriptoma, proteoma
i metaboloma nadopunjuju ranije opisane metode
analize DNA i pruzaju sveobuhvatniji uvid u prirodu
interakcije mikrobiote i organizma domacina (47).
Metatranskriptomski pristup omogucuje pracenje eks-
presije detektiranih gena i rasvjetljava mehanizme ko-
jima mikrobiota reagira na promjene u okoliSu (44).
Metaproteomskim pristupom analiziraju se proteini
koje proizvode mikroorganizmi mikrobiote, no u isto
vrijeme detektiraju se i identificiraju proteini domaci-
na koji nastaju kao posljedica interakcije domacina s
mikrobiotom ili se javljaju kao posljedica upalnih pro-
cesa (47). Metametabolomska istrazivanja obuhvacaju
analizu svih produkata metabolizma koji se javljaju
zbog interakcija izmedu mikroorganizama mikrobi-
ote, odnosno mikrobiote i domacina (43). Zbog na-
vedenog u obzir treba uzeti sve navedene pristupe u
istrazivanju mikrobiote kako bi se vjerodostojno utvr-
dila prava priroda odnosa mikrobiote i domacina te
uloga koju taj odnos ima u razvoju bolesti.

ZAKLJUCAK

Humani mikrobiom je slozeni ekosistem koji ukljucu-
je razna podrudja i niSe humanog organizma naselje-
na bakterijama, arhejama i eukarijama sastava (kva-
litativnog i kvantitativnog) specifiénog za pojedinca
i anatomske cjeline. Ubrzana istrazivanja ljudskog
mikrobioma dovode sve vi$e do mijenjanja tradicio-
nalnog misljenja da je za bolest u ¢ovjeka odgovoran
jedan, dobro definirani patogen, a sve je viSe indikacija

da nastanku raznih, pa i neinfektivnih, bolesti dopri-
nosi poremecaj ravnoteze autohtonog mikrobioma (tj.
disbioza mikrobioma). Razvoj metoda u bakteriologi-
ji, posebno onih koje ne ovise o kultivaciji mikroor-
ganizama, unaprijedio je proucavanje mikrobiote, me-
tagenoma, transkriptoma, proteoma i metaboloma $to
doprinosi sve boljem razumijevanju brojnih interak-
cija izmedu raznih populacija bakterija te bakterija i
domacina. Uz sve naprednija tehnoloska rjesenja ana-
lize mikrobioma postaju sve brze, sve detaljnije i sve
pristupacnije za rutinsku primjenu, no veliku koli¢inu
podataka i uz napredne bioinformaticke programe po-
staje sve zahtjevnije smisleno tumaciti. Podatci o ulozi
sastava mikrobiote pri nastanku odredenih bolesti ¢o-
vjeka su, ipak, jo$ oskudni te se jo$ uvijek vise govori
0 povezanosti i istovremenom pojavljivanju mikrobi-
ote odredenog sastava s odredenim bolestima negoli
0 jasnoj uzro¢no-posljedi¢noj povezanosti. Primjeri
gdje manipulacija mikrobiotom dovodi do terapijskih
uspjeha vec postoje te je sigurno da detaljnije prouca-
vanje medusobnog odnosa ¢ovjeka i njegovog mikro-
bioma otvara puteve pronalazenja uspjesnih preven-
tivnih i terapijskih intervencija za mnoge bolesti.
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SUMMARY

HUMAN MICROBIOTA AND MICROBIOME

I. ANTAL, M. JELIC, S. SILA!, S. KOLACEK" and A. TAMBIC ANDRASEVIC

Dr. Fran Mihaljevi¢ University Hospital for Infectious Diseases, Zagreb and
Zagreb Children’s Hospital, Zagreb, Croatia

Human microbiota consists of all microorganisms living in symbiosis with the human body, and human microbiome con-
tains 100-fold more genes than the human genome. Although microorganisms can be found in various niches of the human
body, the most numerous is the gut microbiota. The microbiota is variable among healthy people and unique for an individ-
ual, and it is influenced by many different factors. It is still unclear what exactly a healthy microbiota is, but some of its roles
in physiological processes in health are known. On the other hand, in case of imbalance of the microbiota, or dysbiosis, dis-
eases may develop. Dysbiosis is often associated with the emergence of many pathological conditions, of which the most
studied are obesity, chronic inflammatory bowel disease, irritable bowel syndrome, colorectal cancer, allergic diseases of
children, and oral cavity diseases. Development of methods that do not depend on the cultivation of microorganisms has
significantly improved the study of microbiota and contributed to better understanding of the interaction of nonpathogenic
microorganism populations with each other and with their host. This is paving the way for studying the influence of micro-
biota on the development of diseases, as well as applying microbiota modification for preventive and therapeutic purpose.

Key words: microbiota, microbiome, dysbiosis, methods for studying microbiota
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