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1. UvOD

Mikrobiom crijeva pasa sastoji se od bakterija, arheja, virusa i eukariotskih organizama
koji se nalaze u gastrointestinalnom (GI) sustavu. Bakterije ¢ine najveéi dio mikrobioma te su
odgovorne za probavne funkcije, kao Sto je fermentacija vlakana. Osim samog utjecaja na
probavu hrane, mikrobiom probavnog sustava takoder utjeCe na homeostazu, metabolizam,
zdravlje crijevnog epitela, neurobihevioralni razvoj i imunoloski sustav te $titi domacina od
patogenih organizama (BARKO i sur., 2018.). Mnoge bolesti, sustavne ili lokalne, povezane su s
disbiozom. Disbioza crijeva definirana je kao promjena u sastavu crijevnog mikrobioma koja
utjeCe na njegovu funkciju. Poveéanje broja fakultativno anaerobnih bakterija iz obitelji
Enterobacteriaceae jedno je od glavnih obiljezja disbioze. Promjene u sastavu mikrobioma
crijeva takoder utje¢u na imunoloski sustav, odnosno na proizvodnju protutijela te diferencijaciju
pomoc¢nickih T-limfocita (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.). Razli¢iti radovi povezuju disbiozu
crijeva s metabolickim bolestima, pretiloS¢u, astmom, onkoloSkim bolestima, disfunkcijama
neuroloskog sustava i mnogim drugim stanjima. No, prilikom tumacenja tih rezultata treba biti
oprezan budu¢i da sam uzrok tih stanja multifaktorijalan, a disbioza crijeva mozZe biti samo
simptom, ali ne i uzrok bolesti. Mikrobiom probavnog sustava pasa pod utjecajem je hranjivih
tvari pri cemu moze do¢i do promjene udjela metabolita mikrobioma te samim time i funkcije
mikrobioma. Neke bakterijske vrste fermentiraju razliCite vrste vlakana i lako probavljivih
ugljikohidrata, dok su druge predominantno proteoliticke bakterije. Stoga ¢e promjene u
prehrani, koje utjeCu na dostupnost tih supstrata u probavnom sustavu, rezultirati promjenama
mikrobioma. Promjene mikrobioma su individualne. Znacajnu evolucijsku prednost ima
¢injenica da mikrobiom predstavlja ekosustav koji nastanjuju vrste koje nisu medusobno
povezane. Ako samo jedna vrsta obavlja vaznu funkciju, svaki negativan utjecaj na mikrobiom,
kao $to je lijeCenje antibioticima, uskracuje domacina njezine funkcije. Stoga, Sto vise razli¢itih
vrsta je potrebno za otpornost mikrobioma te $to je veca raznolikost vrsta unutar mikrobioma, to
je on zdraviji (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.). Promjene u mikrobiomu probavnog sustava
povezane su s bolestima kao $to su: upalna bolest crijeva, astma, pretilost, metabolic¢ki sindrom,
kardiovaskularne ~ bolesti,  imunoloski  posredovana  stanja i  mnoge  druge.
Pojedine regije Gl sustava kolonizirane su razli¢itim bakterijama $§to ovisi o uvjetima u tom
dijelu probavnog sustava. Vecinu populacije tankog crijeva Cine aerobne bakterije dok u
debelom crijevu uglavnom prevladavaju anaerobi. Buduéi da je uzorkovanje iz proksimalnog
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dijela crijeva poprili¢no teSko, veéina klini¢kih istrazivanja je usmjerena na crijevni mikrobiom

debelog crijeva te se vecina najrelevantnijih bakterijskih vrsta moze pouzdano dokazati u izmetu.

2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. METODE ZA ANALIZU MIKROBIOMA

Unato¢ napretku molekularnih metoda koje se koriste za identifikaciju mikrobioma
crijeva, jos uvijek je teSko opisati sve bakterije koje se nalaze unutar zajednice mikrobioma zbog
njegove filogenetske raznolikosti (BLAKE i SUCHODOLSKI, 2016.). Metode koje se najcesce
upotrebljavaju su temeljene na sekvencioniranju gena 16S ribosomske RNA (rRNA), ali izazov
predstavlja to $to one nemaju dovoljnu osjetljivost kako bi se identificirale sve prisutne bakterije,
posebno one na razini vrste ili soja. Takoder, sli¢ne vrste bakterija mogu eksprimirati razlicite
gene 1 zbog toga imati razliite metabolicke funkcije $to ovisi o svojstvima okoliSa unutar
lumena crijeva (hranjive tvari, pH, specifiéni metaboliti). Ekspresija ¢imbenika virulencije
bakterija moZe takoder ovisiti o koncentraciji metabolita unutar crijevnog lumena. Tako na
primjer, kada je organizam u stanju stresa dolazi do lu€enja norepinefrina koji tada modificira
gene Salmonelle i time moze inducirati enteritis. Takoder, prekomjeran rast enteropatogenih
bakterija moze biti prouzrokovan i poremecajem metabolizma zucnih kiselina. Svi ovi primjeri
nam upucuju da bi klinicka istrazivanja mikrobioma crijeva trebala obuhvatiti komplementarne
pristupe kao $to su — filogenetska procjena bakterija (PCR za bakterije, sekvenciranje gena 16S
rRNA), funkcionalnih gena bakterija (PCR za funkcionalne gene, DNA sekvenciranje genoma
metodom saCmarice) 1 metabolite mikrobnog podrijetla. Naravno, osim toga, potrebno je
prikupiti i detaljne podatke o pacijentu, kao $to su povijest lijeCenja, vrsta prehrane i konac¢ne

dijagnoze (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).



2.1.1. BAKTERIJSKE KULTURE

Vecina bakterija u crijevima, osobito one prisutna u debelom crijevu, strogi su anaerobi
te im je kao takvima potreban medij kako bi mogle rasti (LAU i sur., 2016.). U nekim posebno
opremljenim istrazivackim laboratorijima postoji mogucénost uzgoja crijevnih bakterija
kombinacijom molekularnih alata za identifikaciju, nakon ¢ega je potrebno optimizirati uvjete
kulture za njihov rast i uzgoj. Veterinarski dijagnosticki laboratoriji koji koriste tradicionalnu
mikrobioloSku pretragu mogu izolirati samo mali broj bakterijskih vrste iz fecesa klinickih
pacijenata, budué¢i da koriste standardne medije za njihov rast (WERNER i sur., 2018.).
Medutim, kulture bakterijskih stanica su jako bitne za dokazivanje osjetljivosti na antibiotike.
Posebice za one bakterijske vrste koje se mogu uzgajati na bakterijskim kulturama i za koje se
zna da su povezane s crijevnim infekcijama, kao §to je Salmonella spp. (SUCHODOLOSKI,
2022.).

2.1.2. MOLEKULARNE METODE

Iako se mikrobioloska metoda uzgoja na podlogama smatra korisnom i u¢inkovitom za
one bakterije koje se mogu uzgajati u takvim uvjetima, danas se sve vecu prednost daje
molekularnim metodama koje mogu identificirati one vrste bakterija koje ne mozemo uzgojiti na
hranjivim podlogam (BLAKE i SUCHODOLSKI, 2016.). Molekularne metode, kao §to su DNA
sekvenciranje genoma metodom sa¢marice (eng. shotgun sequencing) i sekvenciranje gena 16S
rRNA, imaju cilj utvrditi raznolikost vrsta unutar uzorka. Prednost se daje DNA sekvenciranju
metodom sa¢marice zbog toga §to zbog sekvenciranja funkcionalnih gena nadilazi identifikaciju
bakterija u usporedbi s drugim metodama (Tablica 1). Medutim, mana joj je $to zahtjeva velike
koli¢cine DNK iz uzorka 1 Sto je puno skuplja. Za kvantifikaciju specificnih rodova koji se
identificiraju kao klini¢ki relevantni koristi se kvalitativno lanc¢ana reakcija polimerazom (eng.
qualitative polymerase chain reaction, gPCR), koja se smatra brzom i pristupacnom metodom
(PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).



DNA sekvenciranje genoma metodom sa¢marice, ili metagenomika, sekvencira izoliranu
DNK u uzorku, medutim bez prethodnog umnozavanja pomo¢u PCR-a. Ova metoda nam sluzi
kako bismo na temelju identifikacije razli¢itih gena mogli procijeniti taksonomiju te
funkcionalne gene unutar mikrobioma. U usporedbi sa sekvenciranjem gena 16S rRNA, ova
metoda ima bolju sposobnost identifikacije na razini soja i vrste, buduci da moze sekvencirati
viSe gena iz jednog organizma. Zahvaljuju¢i ovoj metodi imamo mogucnost utvrditi prisutnost i
drugih ¢lanova mikrobne zajednice crijeva, kao §to su gljivice, arheje 1 virusi. Prilikom analize
uzorka fecesa pasa utvrdeno je da bakterije ¢ine otprilike 98 % crijevnog mikrobima, dok arheje
¢ine svega 1 %, a DNK virusa i gljivica preostalin 1 % (TUN i sur., 2012.). Osim toga, ova
metoda bi bila poZeljna za analizu crijevnog mikrobioma u znanstvenim istrazivanjima zbog toga
Sto pruza detaljne informacije o prisutnosti gena za virulentnost te gena za antimikrobnu
rezistenciju. Nazalost, rijetko se upotrebljava u veterinarskoj medicini zato $to donosi puno veée
troskove u usporedbi S 16S rRNA sekvenciranjem gena.
Osim toga, virusi predstavljaju bitan dio mikrobioma crijeva, ali su informacije o virionu
dostupne ograni¢enom opsegu. Opisivanje cijelog viriona predstavlja izazov jer se sastoji od
DNA i RNA virusa, stoga bi bilo potrebno koristiti sekvenciranje koje kombinira analizu DNA i
RNA. Budu¢i da su troskovi ove analize izuzetno Visoki, u istrazivanje se moze ukljuciti
ograni¢en broj pasa pa na temelju toga ne mozemo donijeti zakljucke o ulozi ovih novih virusa u

crijevnim bolestima (SUCHODOLSKI, 2022.).

Sekvenciranje 16S rRNA je metoda koja predstavlja standardni pristup u istrazivanjima
mikrobioma. NajviSe se koristi za analizu crijevnih bakterija u pasa i macaka gdje se DNK
izolira iz uzorka fecesa. Ona nam pruza detaljne i korisne podatke o mikrobnom sustavu, o
razlici bakterijskih skupina ili cijele zajednice izmedu zdravih i bolesnih Zivotinja te kako
razli¢ite vrste unutar crijevne zajednice reagiraju na promjenu prehrane ili primjenu terapije.
Sekvenciranje 16S rRNA je korisna metoda kojom bismo otkrili razlike u sastavu crijevnog
mikrobioma, ali nije toliko relevantna za otkrivanje koje to¢no bakterijske vrste uzrokuju
promjene (Tablica 1). Takoder, kod genetski sli¢nih rodova, kao Sto su Escherichia i Shigella,
postoji visok stupanj identi¢nosti gena 16S rRNA Sto ograni¢ava njihovu upotrebu za
identifikaciju oportunistickih patogenih bakterija (KOSECKA-STROJEK i sur., 2019.). lako ne
postoji bolji pristup za sekvenciranje gena od 16S rRNA mikrobioma, razumijevanje nekih

prisutnih ograni¢enja, odabir dosljednosti u metodama te koriStenje komplementarnih metoda,
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kao §to je qPCR, mozemo uvelike pomo¢i u davanju odgovora na temeljna znanstvena pitanja

(SUCHODOLSKI, 2022.).

Kvalitativno lan¢ana reakcija polimerizacije (qPCR) je izuzetno korisna metoda za
kvantifikaciju ukupnih bakterija ili pojedinih rodova unutar mikrobioma (Tablica 1). Ova metoda
je brza, pristupacna te vrlo ponovljiva kako bi se kvantificirali specifi¢ni rodovi koji su

identificirani kao klini¢ki relevantni na temelju prethodnih istrazivanja (KURINA i sur., 2020.).

Kako bismo razumijeli ulogu bakterija u crijevnoj upali, od velike Kkoristi bi bilo odrediti
njihovu lokaciju unutar crijeva. Bakterije mogu biti smjeStene unutar sloja sluzi, unutar stanice
ili mogu biti pri¢vr§éene za crijevni epitel. Mozemo ih ustanoviti na stakalcima za biopsiju s
pomocu fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) ili imunohistokemije (IHC) (GIARETTA i
sur., 2020.). Glavna prednost FISH-a je njezina moguc¢nost vizualizacije lokalizacije bakterije te
je zbog toga ujedno i ¢eS¢e koriStena metoda. Za provodenje ove metode potrebno je dizajnirati
posebne sonde za odredene vrste bakterija koje su nam od interesa te je takoder potrebna i skupa
mikroskopska oprema, §to predstavlja njezine glavne nedostatke (Tablica 1). Budu¢i da samo
nekoliko specijaliziranih laboratorija rutinski provodi FISH, klini¢arima Cesto predstavlja izazov
dostava uzoraka te dobivanje rezultata pretrage na vrijeme. Iz tog razloga, IHC predstavlja

dostupniju opciju za identifikaciju bakterija i odredivanje njihove lokacije u crijevima
(SUCHODOLSKI, 2022.).



Tablica 1. Cesto koristene metode za identifikaciju crijevnog mikrobioma

(Izvor: SUCHODOLSKI, 2020.)

METODA (o] | IV OPIS PREDNOSTI NEDOSTACI
FISH Identifikacija, Oligonukleotidne | Korisna metoda Potrebno je
kvantifikacija, sonde obiljezene za kvantifikaciju | razviti FISH
vizualizacija fluorescentnom bakterija, sonde za svaku
bakterijskih bojom omogucuje interesnu
stanica u tkivu hibridiziraju se na | lokalizaciju skupinu
sekvence rRNA u | bakterija u tkivu | bakterija
bakterijskim
stanicama
gPCR Kvantifikacija Ciljni organizmi Brza, ponovljiva, | Pocetnice i
bakterijskih se kvantificiraju jeftina i sonde moraju
rodova koristenjem kvantitativna biti dizajnirane
pocetnica i/ili metoda za svaku
sondi obiljezenih interesnu
fluorescentnom skupinu
bojom
16S rRNA Identifikacija Bakterije se Visoka Zahtjeva
sekvenciranje | bakterijau umnozavaju propusnost, naprednu
uzorku, mjeri koristenjem relativno jeftina, | bioinformatiku;
relativnu brojnost | univerzalnih omogucuje promjene u
pocetnica koje identifikaciju taksonomskim
ciljaju gen 16S bakterija, bazama
rRNA polukvantitativno, | podataka
omogucuje oteZavaju
opisivanje usporedbu
promjena unutar | rezultata medu
zajednice studijima; ne
mikrobima dopusta
otkrivanje
promjena u
ukupnom broju
bakterija
DNA Identifikacija Genomska DNA Pruza Skupo, zahtjeva
sekvenciranje | mikrobnih gena se fragmentira i filogenetske naprednu
genoma prisutnih u uzorku | zatim nasumi¢no informacije te bioinformatiku,
metodom sekvencira (bez informacije o ne dopusta
sa¢marice PCR prisutnosti otkrivanje
amplifikacije) funkcionalnih promjena u
gena u uzorku ukupnom broju
bakterija




3. JEZGRA MIKROBIOMA

Klju¢ne vrste bakterija konstantno su prisutne u crijevnim uzorcima zdravih pasa, $to
upucuje na postojanje bakterijske zajednice kao jezgre mikrobioma. Unutar crijevnog
mikrobioma dominiraju 3 tipa bakterija: Firmicutes, Bacteroidetes i Fusobacterium, koje su
prikazane u Tablici 2. (MIDDELBOS i sur., 2010.). Unutar ove zajednice baterija mnogi rodovi,
kao $to su rod Clostridia i Bacilli, koji pripadaju koljenu Firmicutes proizvode kratkolancane
masne kiseline (GARCIA-MAZCORRO i sur.,, 2011.). Koljeno Bacteroidetes, ukljucujuci
Prevotellu i Bacteroides, su vecinski zastupljene bakterije u crijevima ¢ija se brojnost kod pasa
vrlo razlikuje (Tablica 2). Nalazom bakterija iz roda Fusobacterium upucuje na zdravlje
crijevnog mikrobioma, §to je suprotno nalazu tih bakterija u ljudi gdje one predstavljaju patogene
koji su povezani s kolorektalnim karcinomom (AMITAY i sur., 2017.). Takoder, unutar crijevne
zajednice prisutne su vrste kao Sto su Fusobacterium mortiferum i Fusobacterium perfoetans,
koje imaju malo drugaciju ulogu. Razne gastrointestinalne bolesti te lijeCenje antibioticima igraju
veliku ulogu na Fusobacterium te je primije¢eno kako je njihov oporavak obi¢no sporiji od
oporavka drugih bakterija (PILLA i sur., 2020.). Bakterije koje se ¢esto identificiraju unutar
mikrobne zajednice su Proteobacteria i Actinobacteria. One obi¢no koloniziraju tanko crijevo te
su u fizioloskim uvjetima prisutne u manjem broju. Na primjer, bakterije unutar porodice
Enterobacteriaceae, kao $to je Echerichia coli, fakultativni su anaerobi, §to im omogucava
iskoriStavanje kisika koji se nalazi unutar tankog crijeva. Unato¢ tome Sto predstavljaju normalan
dio mikrobioma, njihov porast povezan je s mnogim bolestima unutar i izvan Gl trakta te s
disbiozom crijeva (MINAMOTO i sur., 2019.). Promjene unutar mikrobioma crijeva mogu biti
izrazito vazne, ali one ne odrazavaju promjene u njegovoj funkciji kao Sto je: proizvodnja
kratkolan¢anih masnih kiselina, dekonjugacija, dehidroksilacija zu¢ne Kiseline, proizvodnja
neurotransmitera (GABA, serotonin) i protuupalnih spojeva (indol). Takoder, prehrana moze
igrati vrlo bitnu ulogu te utjecati na metabolite bakterija koji zatim utjeCu na organe poput

mozga, koze ili misi¢a (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).



Tablica 2. Taksonomski prikaz bakterija u crijevnom mikrobiomu pasa
(Izvor: PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.)

KOLJENO RAZRED PORODICA ROD/VRSTA

Actinobacteria Coriobacteriia Coriobacteriaceae Collinsella
Bacteroidetes Bacteroidetes Prevoteillaceae Prevote_lla
Bacteroidaceae Bacteroides

Clostridiaceae Clostridium

o Ruminococcaceae Faecalibacterium
Clostridia e
prausnitzii

Firmicutes Peptostreptococcaceae | Peptostreptococcus

Lachnospiraceae Blautia
Veillonellaceae Megamonas
Bacilli Streptoco_ccaceae Streptoco_ccus
Lactobacillaceae Lactobacillus
Turicibacteraceae Turicibacter
Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriaceae Fusobacterium
. Betaproteobacteria Alcaligenaceae Sutterella
Proteobacteria . : .
Gammaproteobacteria | Enterobacteriaceae E. coli

4. RAZVOJ MIKROBIOMA

Vecina istrazivanja koja su provedena na sisavcima novorodencadi navode kako kontakt
s okolisem i mikroorganizmima majke utjece na ranu kolonizaciju crijeva dojencadi (PALMER i
sur., 2007.). Ovu ¢injenicu podrZavaju istrazivanja koja dokazuju povezanost izmedu sastava
mikrobioma crijeva dojenceta i samog porodajnog kanala kod ljudi. Jedinke koje su rodene
prirodnim, vaginalnim, putem imaju mikrobne zajednice u kojima dominiraju Lactobacillus spp.
i Bifidobacterium spp. (DOMINGUEZ-BELLO, 2010.). Ove mikrobne zajednice sli¢ne su onima
koje se nalaze u vaginalnom kanalu majki. Nasuprot tome, dojenc¢ad koja je rodena carskim
rezom sadrze mikrobne zajednice koje sadrzavaju kozne mikroorganizme s dominacijom
Staphilococcusa. Neonatalno stjecanje crijevnog mikrobioma ovisi 0 organizmima s kojima se

jedinke susre¢u u prvim satima 1 danima zivota (okoli§, majka), kao Sto pokazuju ova
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istrazivanja. Kod novorodencadi koja je rodena carskim rezom, djelomi¢na obnova mikrobioma
postignuta je izlaganjem jedinke vaginalnoj teku¢ini majke prilikom rodenja (DOMINGUEZ-
BELLO, 2016.). Mikrobiom koze, usne Supljine i crijeva kod ove dojencadi bio je bogat
zajednicama bakterija koje su sliCile vaginalno rodenim jedinkama. Kod ljudi tijekom treceg
tromjesecja trudnoce crijevni mikrobiom prolazi kroz velike promjene, ¢ime posljedicno dolazi
do smanjenja raznolikosti crijevne zajednice s povezanim sistemskim upalnim i metabolickim
posljedicama koja sli¢e metabolickom sindromu (KOREN i sur., 2012.). Zanimljiva je ¢injenica
da crijevni mikrobiom novorodencadi viSe nalikuje mikrobiomu majke u prvom tromjesecju
trudnoce te da nemaju tendenciju nasljedivanja tih promjena u sastavu mikrobioma svojih majki

(BARKO i sur., 2018.).

Mikrobiom osim $to ima ulogu u prilagodbi na sastav obroka, on je takoder ukljucen u
niz drugih razvojih procesa. Istrazivanja koja su nedavno provedena na laboratorijskim
zivotinjama ukazuju na postojanje veze izmedu crijevnog mikrobioma i razvoja imunoloSkog
sustava, crijevnog epitela i mozga te drugih tjelesnih sustava organizma (SOMMER i
BACKHED, 2013.). Takoder, negativna iskustva prisutna u djetinjstvu se odrazavaju i imaju
vazan utjecaj na razvoj crijevne zajednice. Na abnormalni razvoj crijevne zajednice veliku ulogu
igra zdravstveni status majke, kvaliteta njezina mlijeka, primjena antibiotika, prijevremeni porod
te pothranjenost. Pothranjenost je u bliskoj vezi s disbiozom koja je otporna na nutricionisticko
lijecenje, a dovodi do trajne mikrobne nezrelosti crijeva. Unato¢ €injenicama da abnormalni
razvoj mikrobioma crijeva ima posljedice na zdravlje domacina koje su dugoro¢ne, uzroci tih

bolesnih stanja jo$§ uvijek nisu u potpunosti razjaSnjeni (BARKO i sur., 2018.).

Do sada je postoje ograni¢ena saznanja 0 Samom razvoju crijevnog mikrobioma kod pasa
i macaka. Ova tema je ograni¢ena na svega nekoliko istraZivanja koja su provedena na Stenadi i
maci¢ima. Sam razvoj mikrobioma je vrlo individualan, kao i kod ljudi, te na njega utjecu razni
faktori, §to su potvrdili i rezultati ovih istrazivanja. Takoder, brojnost bakterija Lactobacillus i
Bifidobacterium je opadala s dobi, dok su se Bacteroides i bakterijski geni povezani s
metabolizmom slozenih ugljikohidrata povecavali, §to je slicno kao i kod ljudi. Jedno je
istrazivanje utvrdilo da je u crijevnom mikrobiomu maci¢a u dobi izmedu 8. i 16. tjedana starosti
bilo vidljivo malo promjena, dok drugo istrazivanje nije utvrdilo ve¢e promjena u taksonomiji

bakterija kod macica u razdoblju od 30. i 42. tjedana starosti (DEUSCH i sur., 2014.). Samo je
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jedno istrazivanje upotrijebilo metodu sekvenciranja DNK za istrazivanje mikrobioma u Stenadi
te je utvrdilo da su privremena nestabilnosti i individualna raznolikost takoder znacajke fekalnog

mikrobioma Stenaca (BARKO i sur., 2018.).

5. ODRZAVANJE I STABILNOST GASTROINTESTINALNOG MIKROBIOMA

Zreli ljudski crijevni mikrobiom karakterizira sastavna i funkcionalna raznolikost te
dugotrajna stabilnost, Sto se razlikuje od mikrobioma dojenceta (LOZUPONE i sur., 2012.). Ova
obiljezja mikrobioma kod odraslog covjeka odraZavaju se i na odrasle pse i macke. Na sastav 1
funkciju crijevnog mikrobioma, kao i1 na njegovu dugorocnu stabilnost i otpornost na promjene,
utjecu razni ¢imbenici kao §to su nasljede, prehrana, lijeenja i razni drugi. Mnoga istrazivanja
su otkrila da su u izmetu pasa, kao i kod ljudi, dominantne bakterijske vrste Firmicutes i
Bacteroidetes (MIDDELBOS, 2008.). Takoder, Clostridium ¢ini dominantan rod s brojno$éu
bakterija u rasponu 7-22 % (GARCIA MAZCORRO i sur., 2012.). Naka istrazivanja u pasa su
utvrdila da su u izmetu Fusobacteria zastupljene u velikom broju, dok su druga istrazivanja
otkrila da je Fusobacteria najzastupljeniji tip ili je bila prisutna u kodominaciji s Firmicutes i
Bacteroidetes (HAND i sur., 2013.). Povecanje broja Fusobacteria kod pasa, za razliku od ljudi,
jos$ uvijek nije u potpunosti jasno, iako su pripadnici ovog roda povezani s upalnom bolesc¢u
crijeva (IBD) i kolorektalnim karcinomom u ljudi. Nasuprot tome, psi s IBD-om imaju nizi broj
Fusobacteria za razliku od zdravih pasa (VAZQUEZ-BAEZA i sur., 2016.).

Macke kao obavezni mesozderi nemaju velike zahtjeve za slozenim ugljikohidratima, ali
unato¢ tome njihov mikrobiom debelog crijeva je po sastavu dosta slican mikrobiomu pasa 1
drugih sisavaca. Kod pasa proteoliticke bakterije ¢ine otprilike 7,9-14 % udjela mikrobioma
debelog crijeva. Takoder, kod pasa i macaka prisutna je razlika u sastavu mikrobioma obzirom o
kojem segmentu crijeva je rije¢. Kod pasa Lactobacillus je ravnomjerno rasporeden po cijelom
traktu, dok je zastupljenost Enterobacteriales, Fusobacteriales i Clostridiales oscilirala.
Enterobacteriales su najviSe bile prisutne u tankom crijevu pasa, dok su Clostridiales dominirale

jejunumom i duodenumom (SUCHODOLSKI i sur., 2008.). Za razliku od njih Fusobacteriales i
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Bacteroidales su bile najviSe zastupljene u ileumu i debelom crijevu pasa (RITCHIE i sur.,
2008.).

Utjecaj genetike domacina na sastav njegovog mikrobioma joS$ nije u potpunosti jasan, ali
koji nisu genetski srodni (HAND i sur., 2013.). Medutim, istrazivanja koja su provedena na
ljudima, ukljucujuéi i ona provedena na jednojajcanim i dvojajéanim blizancima, upucuju na to
povezani, a nalaze se unutar iste zemljopisne regije (YATSUNENKO i sur., 2012.). Dodatno,
utvrdeno je da se ljudi iz razli¢itih geografskih regija mogu razlikovati jedini od drugih na
temelju sastava mikrobioma i njegovih genomskih znacajki. Ali isto tako, istrazivanja upucuju na
bitan utjecaj prehrane, koja ima vazan utjecaj na strukturu i1 funkcionalni zna¢aj mikrobioma, te

okoliSa za dugoro¢no stabilno stanje crijevne zajednice (MUEGGE i sur., 2011.).

Analizom metagenoma crijevnog mikrobioma kod pasa utvrdena je funkcionalna sli¢nost
s ljudima 1 miSevima. Bakterije koje prevladavaju u crijevima pasa ukljuene su u metabolizam
bjelancevina 1 aminokiselina, metabolizam ugljikohidrata, sintezu stani¢ne stijenke, vitamina 1
kofaktora te sintezu nukleinskih kiselina (SWANSON i sur., 2011.). Zajedni¢ka znacajka koja se
javlja kod ljudskog, pseceg 1 macjeg genoma mikrobioma su geni za virulentnost 1 otpornost na
antibiotike. Isto tako, funkcionalne porodice gena se znacajno ne razlikuju kod pasa koji su
hranjeni hranom s visokim i niskim sadrzajem vlakana, kao ni kod onih zdravih ili onih s
crijevnom disbiozom. Medutim, metode kao S§to su sekvenciranje 1 statisticke metode nisu
dovoljno osjetljive kako bi otkrile male, ali potencijalno vazne promjene u metagenomu. U
nekim buduéim istraZivanjima metodu sekvenciranja, koja je Sire prirode, mogla bi upotpuniti
qPCR za otkrivanje bioloskih relevantnih promjena u ekspresiji mikrobnih gena (BARKO i sur.,
2018.).

Na stabilnost zajednice crijevnog mikrobioma, osim prehrane i okolisa, takoder utjecu i
medicinska lijeCenja. Primjenom ciprofloksacina u ljudi dolazi do smanjenja taksonomske
raznolikosti 1 bogatstva zajednice. Ako dode do prekida uzimanja lijekova, mikrobiom se samo
djelomi¢no oporavi, ¢ime zatim dolazi do pojave novog sastava mikrobioma koji se razliku od
onog prethodnog. U pasa prilikom primjene makrolida dolazi do promjene sastava mikrobioma
koje se o€ituje u smanjenju crijevne raznolikosti. Osim antibiotika, i drugi lijekovi takoder mogu
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utjecati na bakterije unutar Gl trakta pasa. Prilikom primjene inhibitora protonske pumpe, kao
Sto je omeprazol, posljedi¢no dolazi do smanjenja Helicobacter i povecanja broja Firmicutes i
Fusobacteria u zelucu pasa. Uz to, davanje omeprazola povezuje se s porastom broja
duodenalnih bakterija i1 Lactobacillusa, a smanjenjem Faecalibacteriuma i Bacteroides
(GARCIA-MAZCORRO i sur., 2012.).

Sva ova provedena istrazivanja ukazuju nam na to da mikrobiom crijeva pasa, macaka i
odraslih ljudi odlikuje dugotrajna stabilnost i funkcionalna raznolikost. A osim toga,
komunikacija izmedu samog domacina i crijevnog mikrobioma utjece na fizioloske procese koji

se odvijaju unutar domac¢ina (BARKO i sur., 2018.).

6. UTJECAJ PREHRANE NA MIKROBIOM PASA

Oko 95 % posto trzista hrane za pse Cini ekstrudirana hrana te je vecina istrazivanja
provedenih na psima istrazivala ucinak te hrane na crijevni mikrobiom. Ekstrudirana hrana u
svom sastavu ima visoki udio ugljikohidrata, ali su takoder dostupne 1 opcije s visokim udjelom
bjelancevina i niskim udjelom ugljikohidrata. Danas se mali, ali ipak rastuéi, broj pasa hrani
kuhanim obrokom, medutim, sve je viSe popularna i sirova prehrana, smrznuta ili liofilizirana
koja se temelji na nusproizvodima Zzivotinjskog podrijetla i niskim udjelima ugljikohidrata
(PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).

Mnoga istrazivanja su pokazala kako profil crijevnog mikrobioma odgovara vrsti hrane
koju Zivotinja unosi, §to se posebno isti¢e kod mesojeda i biljojeda zbog velike razlike u omjeru
makronutrijenata. Kod svejeda, ukljucujuci i ljude, moZzemo primijetiti kako kratak period
konzumacije namirnica isklju¢ivo biljnog ili Zivotinjskog podrijetla moze u potpunosti
promijeniti strukturu crijevnog mikrobioma. Kod ljudi koji konzumiraju namirnice Zivotinjskog
podrijetla zamijecen je povecani unos masti i bjelanéevina te smanjeni unos vlakana na gotovo
nulu. Takve promjene uzrokuje smanjenje broja Firmicutes, za koje je poznato da metaboliziraju
polisaharide biljaka, te povecanje mikroorganizama koji su otporni na zu¢. Kod crijevnog

mikrobioma pasa sastojci hrane imaju manji znacaj od ukupnog sadrzaja makronutrijenata koju
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unesu u svoj organizam. Jedno istrazivanje pokazalo je kako ekstrudirana hrana, koja je
sadrzavala iskljucivo biljne bjelanCevine, nije znacajno utjecala na promjenu mikrobioma pasa u
usporedbi s tradicionalno pripremljenom hranom (biljni i zivotinjski izvor bjelanc¢evina) koja je
sadrzavala slican sadrzaj makronutrijenata (BRESCIANI i sur., 2018.).

Provedeno je istrazivanje na zdravim psima koje je obuhvacalo cetiri razlicite vrste dijeta
koje su imale razli¢it sastav makronutrijenata: hrana sa niskim udjelom masti, hrana za gubitak
tjelesne mase, hrana na bazi hidroliziranih bjelancevina i hrana namjenjna psima sa kroni¢nim
zatajenjem bubrega. Dijeta namijenjena gubitku tjelesne mase se najviSe razlikovala po sastavu
makronutrijenata jer je imala viSe vlakana i bjelnacevina te je rezultirala najve¢im promjenama u
mikrobnoj zajednici. ZabiljeZen je znaCajan porast broja Fusobacteria zbog povecanog udjela
bjelancevina te je takoder broj bakterija koje proizvode kratkolanc¢ane masne kiseline,
Bacteroides, Prevotella i Faecalibacterium, bio u porastu (Tablica 3). Broj bakterija
Fecalibacterium se povec¢ao kod pasa hranjenih hranom s niskim udjelom masti. Dijeta za
gubitak tjelesne mase i dijeta s niskim udjelom masti sadrzavala su topiva i1 netopiva vlakna te je
povecanje tih bakterija vjerojatno povezano s veéim brojem i razliitim vrstama vlakana (PILLA
i SUCHODOLSKI, 2020.).

Tablica 3. - Glavni ucinci razli¢itih vrsta vlakana u fekalnom mikrobiomu i metabolomu pasa
(Izvor: PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.)

Vrsta vlakana Glavni nalaz Metoda Literatura

Repina pulpa | Erysipelotrichi, Sekvenciranje | Middelbos i sur.,
Fusobacteria 16S rRNA 2010.
T Firmicutes, Clostridia

Fruktani tipa T Firmicutes, Sekvenciranje | Alexander i sur.,

Inulina Erysipe|otrichaceae1 16S rRNA 2018.
Turicibacteraceae

Inulin | Enterobacteriaceae Sekvenciranje | Beloshapka i sur.,
T Megamonas, Lactobacillus 163 rRNA 2013.

14



Vlakna krumpira 1 Prevotella, Fusobacterium | Sekvenciranje | Panasevich i sur.,

1 Faecalibacterium, 16S rRNA 2013; Panasevich i
Lachnospira, fekalni acetat, sur., 2015.
butirat i propionat
Ljuske soje ! Clostridium cluster XI gPCR Myint i sur., 2017.

T Ukupni laktobacili,
Faecalibacterium,
Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas i Clostridium
cluster XIVa

Stani¢na stijenka 1 Bifidobacterium Sekvenciranje | Beloshapka i sur.,
kvasca 16S rRNA 2013.

Sirova prehrana temeljena na mesu se obi¢no razlikuje u sastavu makronutrijenata u
usporedbi s kontrolnom dijetom koja sadrzi visoki udio bjelanéevina te nizak udio ugljikohidrata
i vlakana. Nekoliko provedenih studija istrazivalo je utjecaj sirove prehrane na crijevni
mirkobiom zdravih pasa. Rezultati tih istrazivanja pokazali su ukupno smanjenje Firmicutes i
Bacteroidetes. To su bakterije koje su povezane s proizvodnjom kratkolan¢anih masnih kiselina,
Sto ukazuje na smanjenje fermentacije ugljikohidrata zbog njihovog smanjenog unosa. Bakterije
koje su povezane s razgradnjom bjelanéevina, kao §to su Proteobacteria, Fusobacteria, bile su u
suvisSku. Jedno istrazivanje koje je provedeno na Sest zdravih pasa hranjenih sirovom prehranom
dulje od godinu dana utvrdilo je povecan broj Clostridium perfrigens i Fusobacterium varium te
povecanu ukupnu raznolikost crijevnog mikrobioma (Tablica 4). Ove bakterije proizvode butirat
iz bjelancevina, §to nam ukazuje na prilagodbu mikrobioma prehrani pasa (SCHMIDT i sur.,
2018.).

Broj bakterija Clostridiaceae moze biti povezan s GI bolestima. Kod pasa hranjenih
hranom bogatom bjelanc¢evinama njihov broj moze biti povecan. Medutim, to ne mora biti Stetno

za njihovo zdravlje ve¢ se uglavnom povezuje s razgradnjom bjelancevina (BRRMINGHAM 1

sur., 2017.).

Clostridium hiranonis je bakterija koja je Cesto prisutna u malom broju kod pasa nakon

lijeCenja antibioticima te kod pasa s Gl bolestima. Ona je povezana s normalnim metabolizmom
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zuénih Kiselina te je ustanovljeno kako se njezin broj poveéava kod dijeta s visokim udjelom
bjelancevina. Metabolizam zuénih Kiselina vazan je za probavu lipida, regulaciju crijevnih upala
te se obi¢no mijenja kod kroni¢nih GI bolesti. Kod pasa hranjenih sirovom hranom, jedno je

istrazivanje utvrdilo normalan metabolizam zuéne kiseline (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).

Bifidobacterium, Lactobacillus i Faecalibacterium smatraju se korisnim bakterijama kod
svejeda te se njihova uloga ocituje u fermentaciji ugljikohidrata ¢ime nastaje butirat. Butirat
predstavlja najveci izbor energije za kolonocite te ga mozemo naci u uzorcima izmeta sisavaca
bez obzira na vrstu njihove prehrane. Kod sisavaca koji ne konzumiraju ugljikohidrate ili ih
konzumiraju u vrlo malim koli¢inama moraju postojati alternativni putevi za proizvodnju
butirata. Jedno istrazivanje provedeno na psima dokazalo je kako proizvodnja kratkolancanih
masnih kiselina ne ovisi samo o sadrZaju ugljikohidrata. U istraZivanju se usporedivala prehrana
s visokim udjelom masti te prehrana s visokim udjelom Skroba. Rezultati su pokazali kako se
razina acetata, butirata i propionata nisu razlikovale kod pasa kod pasa hranjenih objema
dijetama. Podrzavajuci tu hipotezu, drugo istrazivanje je dokazalo kako je dodavanje mljevenog

mesa suhoj hrani dovelo do malog povecanja fekalnih butirata u uzorku (SCHAUF i sur., 2018.).

Jedno istrazivanje koje je nedavno provedeno otkrilo je kako su kod mesozdera
Clostridiaceae, a posebice C. perfrigens povezane s butirat kinazom koja omogucuje
proizvodnju butirata iz bjelancevina. Takoder, utvrdeno je kako je jo$ jedna bakterija, F. varuim,
povezana s proizvodnjom butirata iz istog izvora. Ova bakterija bila je prisutna u velikom broju
kod pasa koji su viSe od godinu dana hranjeni sirovom prehranom temeljenom na mesu.
Provedeno istrazivanje nam ukazuje kako se crijevni mikrobiom prilagodava dugotrajnoj
prehrani domacina. No, osim toga, dokazano je kako su ¢lanovi porodice Fusobacteriuaceae u
ve¢em broju zastupljene kod drugih vrsta mesojeda, kao Sto su vukovi i macke, te kod pasa
hranjenih sirovom prehranom bogatom bjelanc¢evinama (BERMINGHAM i sur., 2017.). Jedan
od razloga povecanja broja pasa hranjenih sirovom prehranom je pretpostavka da kod mesojeda
proizvodnju butirata djelomic¢no mogu posti¢i i druge bakterijske vrste, kao §to su pripadnici

Clostridiaceae i Fusobacteriaceae (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.).

Jo$ jedan metabolit na koji moZze utjecati prehrana, a koji je dobiven putem bakterije je
neurotransmiter GABA i njegov prekursor gama-hidroksimasla¢na kiselina. Prehrana bazirana na
nusproizvodima zivotinjskog podrijetla u sirovom obliku povecava fekalne razine GABA i
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njezinog prekursora, Sto je utvrdeno takoder kod ketogene dijete provedene na miSevima.

Usporeduju¢i ove dvije dijete postoji moguénost da visoki sadrzaj masti i nizak udio

ugljikohidrata dovodi do ovih promjena. GABA i njezin prekursor primijenjeni oralno vrlo se
brzo apsorbiraju iz Gl trakta. Fermentirana hrana koja obiluje bakterijama koje proizvode GABA

(Lactobacillus i Bifidobacterium) dostupna je u Japanu te se koristi za lijeCenje hipertenzije kod

ljudi. Povecanje broja Lactobacilles i Streptococcus, bakterija mlije¢ne kiseline, koje proizvode

GABA utvrdeno je kod prehrane bazirane nusproizvodima zivotinjskog podrijetla u sirovom

obliku. Tijekom raznih istrazivanja koja su proucavala spregu mozga i crijeva kod bolesnih pasa,

utvrdeno je kako su ketogene dijete korisne za pse s neuroloskim bolestima. Takoder, nedavne

studije pokazale su kako ketogene dijete utjeCu na sastav crijevnog mikrobioma, $to bi mogao

biti jedan od mehanizama kojim bi se smanjila ucestalost pojave neuroloskih simptoma (MA i

sur., 2018.).

Tablica 4. - Sazetak nalaza iz studija koja su istrazivala u¢inak visokoproteinskih dijeta na

crijevni mikrobiom pasa (Izvor: PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.)

Vrsta dijete

Glavni nalaz

Vrijeme
provedeno na
dijeti

Literatura

Prehrana bazirana na | Bifidobacterium, 4 tjednado 9 | Schmidti sur., 2018.
nusproizvodima Faecalibacterium godina
zivotinjskog Fusobacteria, Escherichia
podrijetla u sirovom | coli, Streptococcus,
obliku (BARF) Clostridium
Crveno meso Faecalibacterium, 9 tjedana Bermingham i sur.,
Peptostreptococcus, 2017.
Bacteroides, Prevotella
Fusobacterium,
Lactobacillus,Clostridium
Sirova prehrana Clostridium perfringens, Najmanje Kim i sur. 2017.
Clostridium hiranonis, godinu dana

Dorea, Fusobacterium
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varium

Peletirana hrana s Faecalibacterium prausnitzii | 1 tjedan Herstad i sur., 2017.
okusom govedine Clostridium hiranonis,
Dorea, Slackia,
Clostridiaceae

7. UTJECAJ INTERAKCIJE MIKROBA I DOMACINA NA POJAVU DISBIOZE I
BOLESNIH STANJA

Drevna izreka, ‘Sve bolesti zapocinju u crijevima’, koju je izrekao Hipokrat u 3. stoljecu
prije nove ere odrzala se sve do danas. Uloga crijevnog mikrobioma je sudjelovanje u
imunoloskim 1 vitalnim fizioloskim procesima ukljuuju¢i energetsku homeostazu 1
metabolizam, endokrinu signalizaciju, prevenciju kolonizacije enteropatogena, sintezu vitamina i
drugih hranjivih tvari, regulaciju imunoloskog sustava i metabolizam ksenobiotika. Jo§ uvijek
nije u potpunosti jasno sudjeluje li mikrobiom u patogenezi mnogih gastrointestinalnih i
sistemskih bolesti koje su povezane sa zajednicama crijevnog mikrobioma. Medutim, sve veci
broj provedenih istrazivanja ukazuje na sudjelovanje mikrobioma izravno u patogenezi raznih
bolesti zbog sloZenih interakcija izmedu njega te metaboli¢kih 1 imunoloSkih sustava domacina.
U daljnjim odlomcima ¢emo se osvrnuti na utjecaj GI trakta na zdravlje domacina, stavljajuci

naglasak na pretilost 1 kroni¢ne enteropatije (BARKO i sur., 2018.).

Svaki dio crijeva posjeduje svoju vlastitu mikrobnu zajednicu koja je prilagodena okolisu
unutar kojega se nalazi. Te se zajednice medusobno razlikuju s obzirom na duljinu i Sirinu
gastrointestinalnog trakta te sloja sluzi unutar kojega su smjesStene. Proksimalno tanko crijevo
nije toliko imunoloski aktivno kao ileum i debelo crijevo. U kriptama tankog crijeva mikrobiom
utjeCe na proliferaciju enterocita tako Sto djeluje na replikaciju DNK 1 ekspresiju gena. Dok
mikrobiom na vrhovima resica sudjeluje u regulaciji ekspresije gena koji su ukljuceni u
metaboli¢ku i imunolosku funkciju (OLSZAK i sur., 2012.). Panethove stanice i enterociti
zauzvrat djeluju na proizvodnju sluzi 1 antibakterijskih faktora tako Sto poti¢u bakterije na
njihovu proizvodnju (PELASEYED 1 sur., 2014.). Urodeni 1 adaptivni imunoloski odgovori
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djeluju tako da sprijeCe naseljavanje patogena te usmjeravaju lokalne i sustavne upalne odgovore

na podrucje koje je izlozeno stranim mikrobnim i prehrambenim antigenima.

Limfoidno tkivo povezano s crijevima (GALT) predstavlja glavni dio imunoloskog
sustava i obrane. Ovisno o specifi¢nim signalima mikroba, limfni folikuli koji sadrze T-stanice,
B-stanice i dendriticke stanice spremni su pokrenuti upalni ili protuupalni odgovor. Antigeni
unutar lumena budu uzorkovani od strane specijaliziranih epitelnih stanica (M stanica) te ih one
dostavljaju dendritickim stanicama na procjenu. Za razvoj tolerancije na komenzale te za
odrzavanje integriteta crijeva vaznu ulogu mogu imati i urodene limfoidne stanice. Osim toga,
mikrobi imaju jako vaznu ulogu u razvoju GALT-a $to se dokazuje izrazito nerazvijenim
limfoidnim folikulima, Peyerovim plocama i mezenterijalnim ¢vorovi kod Zivotinja

(STEPANKOVA i sur., 1980.).

Nakon §to mikroorganizam bude prepoznat od strane organizma zahvaljujuéi receptorima
koji su smjesteni u i na epitelnim stanicama crijeva, dolazi do pokretanja imunoloskog odgovora
domacina. Mikroorganizmi mogu izluCivati zaStitne i patogene faktore. Zastitni faktori imaju
ulogu u snizavanju protuupalnih citokina, kao §to su IL-8, IL- 12 i IL-23 te povecanju
protuupalnih citokina, kao S§to je IL-10, koji proizvodi T regulatorne stanice (Treg)
(UNDERWOOD, 2014.). Dendriti¢ke stanice prezentiraju antigen naivnim T stanicama koje se
nakon toga diferenciraju u Treg stanice 1 zapocinje lucenje protuupalnih citokina koji se tada Sire
sistemski 1 lokalno. Komenzali poticu proizvodnju zastitnog sloja sluzi i diferencijaciju vréastih
stanica te takoder smanjuju migraciju fagocita koji prenose mikrobne antigene u lokalna
limfoidna tkiva kako bi potaknuli aktivaciju B- i T-stanica (WRZOSEK i sur., 2013.). Nasuprot
tome, patogene bakterije poticu lu€enje protuupalnih citokina, od strane dendritickih stanica, koji
uzrokuju diferencijaciju naivnih T stanica u Thl i1 Th17 stanice, ¢ime dolazi do protuupalnog

imunoloskog odgovora (PABST i sur., 2006.).

Nedavno provedena istrazivanja otkrivaju kako je mikrobiom crijeva vazan sudionik u
sustavnom metabolizmu domacina. Takoder, istrazivanje koje je bilo provedeno na miSevima
dokazalo je kako je mikrobiom u komunikaciji s otprilike 10 % metaboli¢kih puteva domacina te
da brojni metaboliti iz plazme potjecu iskljuivo iz crijevnog mikrobioma. U drugom
istrazivanju koje je provedeno na psima s akutnim proljevima utvrdena je fekalna disbioza te
promijenjeno metaboli¢ko stanje, ¢ime se dokazuje ve¢ spomenuta povezanost mikrobioma i
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metabolizma domacina (GUARD i sur., 2015.). Trece istrazivanje provedeno je na psima s IBD-
om 1 zdravom kontrolnom skupinom. Kod bolesnih pasa utvrdene su promjene u crijevnom
mikrobiomu i serumskim metabolitima za razliku od zdravih pasa (MINAMOTO i sur., 2015.).
Takoder, psi s IBD-om su poboljsali svoje klinicko stanje nakon lije¢enja, no to nije bilo prac¢eno

promjenama u mikrobiomu ili metabolitima u serumu (BARKO i sur., 2018.).

Mikrobni metaboliti imaju ulogu u fermentaciji slozenih ugljikohidrata (8krob, inulin) od
¢ega nastaju kratkolancane masne kiseline, ukljucujuéi acetat, propionat i butirat. Kratkolanc¢ane
masne kiseline predstavljaju vazan izvor energije za kolonocite, stimuliraju proizvodnju
protuupalnih spojeva, odrzavaju barijeru epitela te pomazu u regulaciji crijevnog motaliteta.
Osim toga, stimuliraju imunoloski odgovor sluznice, djeluju¢i na neutrofile smanjuju njihovu
migraciju ¢ime dolazi do regulacije upale, te takoder ogranicavaju kolitis u eksperimentalnim

modelima zivotinja (SMITH i sur., 2013.).

Na zdravlje domacina veliku ulogu ima raznolikost crijevnog mikrobioma, dok je gubitak
raznolikosti povezan s nizom GI i sustavnih bolesti. Ako dode do pojave crijevne disbioze, ono
nam ukazuje da su prisutne promjene u mikrobiomu koje se nepovoljno odrazavaju na zdravlje
domacina. Disbiozu karakteriziraju smanjenje raznolikosti vrsta unutar zajednice, veliki pomaci
u sastavu mikrobioma te promjene u relativnom udjelu pojedinih organizama, pri ¢emu simbionti
koji normalno predstavljaju mali udio mikrobioma razvijaju patogene znacajke. Takoder, jo§
jedna od karakteristika disbioze je smanjenje udjela obaveznih anaeroba 1 povecanje
fakultativnin anaeroba (E.coli, Salmonella, Proteus, Klebsiella i Shigella). Ona ne ukljucuje
uvijek patogene mikroorganizme jer odsutnost vaznih komenzala moze biti Stetna 1 bez

prisutnosti patogenih organizama (BARKO i sur., 2018.).

Istrazivanja provedena na Stakorima i miSevima ukazuju da mikrobiom ima vrlo bitnu
ulogu u pocetku i napretku upale sluznice crijeva. Upala sluznice i disbioza medusobno su
povezane te postoji jako puno podataka koje upucuju da je upala uzrok disbioze, njezina
posljedica ili kombinacije toga. Kod ljudi mnogi geni koji su povezani s IBD-om su vazni za
regulaciju komunikacije izmedu domacina 1 mikroba. Osim toga, dokazano je kako prijenos
crijevnog mikrobioma sa zivotinja s IBD-om na zdrave jedinke povecava osjetljivost zdravih
zivotinja za razvoj IBD-a (GARRET i sur.,, 2010.). Disbhiozu crijeva odlikuje smanjena
raznolikost te smanjenje relativnog udjela vrsta koje karakterizira proizvodnja kratkolancane
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masne kiseline. U novije vrijeme, dishioza crijeva se opisuje kao promjena u mikrobiomu koja
je povezana s bolesnim stanjima ili s drugim stanjima, kao S§to je davanje antibiotika. Ona je
znacajka niza enteropatija, medutim broj istraZivanja je relativno mali te se iz tih podataka ne

moze utvrditi univerzalni obrazac dishioze (BARKO i sur., 2018.).

Vecéina istrazivanja pasa s disbiozom koja su provodila sekvenciranje utvrdile su
smanjeni broj Bacteroidetes, povecanje Clostridia i Proteobacteria te Sirenje onih organizama
koji su u manjem broju unutar mikrobiomne zajednice. Takoder, kod pasa s IBD-om utvrdena je
znatno niza raznolikost mikrobioma u usporedbi sa zdravim psima. Medutim, nije bilo

podudarnosti s prehranom niti tjelesnom tezinom zivotinja (VAZQUEZ-BAEZA i sur., 2016.).

Tijekom brojnih provedenih istrazivanja utvrdena je veza izmedu metabolickog sindroma
1 pretilost te odredenih oblika disbioze crijeva kod ljudi, laboratorijskih Zzivotinja i kuénih
ljubimaca. U veterinarskoj i humanoj medicini, pretilost predstavlja poseban oblik izazova, a
alati za lijeCenje 1 prevenciju u velikoj su potraznji. Pretpostavka je da se uzroci nastanka
pretilosti kriju u prikupljanju energije iz prehrane, mikrobima Kkoji izazivaju promjene u
metabolizmu glukoze 1 lipida domacina, signalizaciji mikroba kroz endokrini sustav te kroni¢nim

upalama niskog stupnja koje dovode do inzulinske rezistencije (LEY, 2010.).

U nedavnim istraZivanjima na miSevima utvrdeno je kako kod pretilih miSeva dolazi do
pojave disbioze koju obiljezava poveéani omjer Firmicutes naspram Bacteroidetes u usporedbi s
mrSavim miSevima (TURNBAUGH 1 sur., 2006.). Takoder, sekvenciranjem uzoraka izmeta
pretilih ljudi utvrdeno je kako je ljudska pretilost povezana s niZom brojnoS¢u fekalnih
bakteroida te da je gubitak teZine povezan s proporcionalnim povecanjem bakteroida. Osim toga,
istrazivanje na mackama je ustanovilo kako pretile macke takoder imaju nizi broj bakteroida Sto
je dokazano kod umjereno 1 jako pretilih macaka. Ove Cinjenice pokazuju kako se promjene

unutar mikrobioma mogu pojaviti i prije klinicke manifestacije pretilosti (BARKO i sur., 2018.).

Kod ljudi i laboratorijskih Zivotinja razna stanja, kao §to su neurorazvojni poremecaji
(poremecaj autisticnog spektra), imunoloski posredovana stanja (reumatoidni artritis, astma,
atopijski dermatitis) i razna druga su povezana s disbiozom crijeva (ARRIETA i sur., 2014.). Za
razliku od ljudi 1 laboratorijskih Zivotinja, ova povezanost nije utvrdena kod malih Zivotinja.

Unato¢ tome $to nedostaje to¢nih podataka o vezi mikrobioma s patogenezom ovih stanja,
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postoje jasne veze izmedu sustavnog zdravlja domacina i crijevnog mikrobioma (BARKO i sur.,
2018.).

8. UTJECAJ PREHRANE NASPRAM BOLESTI NA MIKROBIOM CRIJEVA

Iako prehrana utjeCe na sastav mikrobioma i utjeCe na razne metabolicke puteve, te
promjene su svakako puno manje nego one koje nastaju kao posljedica bolesti. Kod bolesnih
zivotinja, osobito onih s GI bolestima kao $to su kroni¢ne enteropatije, dolazi do promjena u
raznolikosti mikrobiomne zajednice. Karakterizira ih smanjenje vrsta kao $to su C. hiranosis,
Fusobacterium spp. i Faecalibacterium praunitzuu (GUARD i sur., 2019.). Prehrana kao takva
ima vaznu ulogu u poticanju zdrave i1 otporne crijevne zajednice te je mala vjerojatnost da ce
izazvati promjene kao $to su utvrdene kod pojave bolesti. Za ublazavanje klinickih znakova
bolesti najcesce se koristi kombinacija prebiotika, probiotika i promjena prehrane. Promjene kod
proljeva koje nastaju unutar mikrobioma su opsezne te su pracene i s funkcionalnim izmjenama
unutar crijevnog trakta. Mijenja se pokretljivost crijeva koja zatim mijenja okoli§ crijeva i
dodatno utjeCe na sastav samog mikrobioma (PILLA i SUCHODOLSKI, 2020.). Kod pasa s
proljevom Koji reagira na hranu vaznu ulogu mogu imati hipoalergene dijete koje smanjuju
imunogenost i1 olakSavaju probavu. Osim toga, probiotici i prebiotici takoder imaju vazno
djelovanje. Prebioticka vlakna pomaZu u oporavku populacije korisnih bakterija i obnavljaju
proizvodnju kratkolan¢anih masnih kiselina, dok oni probiotici koji sadrzavaju korisne
bakterijske vrste takoder mogu pomoc¢i u oporavku. Probiotici proizvode korisne metabolite koji
pomazu poboljsanju klini¢kih znakova te imaju zastitni ucinak na izbijanje akutnog proljev.
Osim toga, korisno djeluju na homeostazu sluznice i ubrzavaju remisiju bolesti kod pasa s
kroni¢nim proljevom (WHITE i sur., 2018.).
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9. UTJECAJ TERAPEUTSKOG LIJECENJA NA CRIJEVNI MIKROBIOM

Cilj terapeutskog lijeCenja crijevnog mikrobioma je promijeniti mikrobnu zajednicu iz
njezinog narusenog u stabilan oblik. Ovaj oblik lijeCenja sastoji se od promjene prehrane,
uzimanja prebiotika, probiotika ili antibiotika te se u novije vrijeme sve viSe koristi i
transplantacija fekalnog mikrobioma. Nekoliko provedenih istrazivanja upucuje na pobolj$anje
klinickih znakova nakon primjene razli¢itih mikrobnih pripravaka. Tumacenje nalaza tih
istrazivanja predstavlja izazov jer promjene u mikrobiomu ne moraju nuzno dovesti do
poboljsanja klinickih znakova, a poboljSanje klinickog stanja se takoder moze dogoditi i bez

vidljivih promjena u samom mikrobiomu crijeva (BARKO i sur., 2018.).

9.1. PREBIOTICI

Lijecenje prebioticima, posebno dodatkom polisaharida biljnog podrijetla, glavni su
putokaz lijeCenja usmjerenog na promjenu crijevnog mikrobioma. Prebiotici obuhvacaju inulin,
neskrobne polisaharide (prisutne u zitaricama, morskim travama i algama), disaharide (laktulozu)
te polisaharide ukljucujuéi fruktooligosaharide i galaktosaharide. Razgradnjom prebiotika unutar
debelog crijeva nastaju kratkolan¢ane masne kiseline koje osiguravaju energiju 1 hranjive tvari za
crijevni epitel. Osim toga, prebiotici Stite epitel crijeva povecanjem broja epitelnih stanica i sloja
sluzi, izduzivanjem mikrovila te sprjeCavanjem prianjanja patogenih sojeva na epitelne stanice.
Uz to, snizavaju luminalni pH ¢ime se sprjeava nastanjivanje specifi¢nih patogena unutar njega
te poticu protuupalne Treg stanice (GIBSON i sur., 1999.). Takoder, kratkolancane masne
kiseline, kao $to je propionat, poticu stvaranje Treg stanica u perifernom imunoloS$kom sustavu.
Jedno istraZivanje koje je nedavno provedeno na miSevima upucuje da dolazi do uniStavanja
zastitnog sloja od strane komenzalnih bakterija, ako nema prisutnih vlakana te se time dodatno

potiCe invazija patogena i komenzala (DESAI i sur., 2016.).

U jednom od nekoliko provedenih istraZivanja korijen cikorije, koji predstavlja izvor
inulina, je povecao bifidobakterije te smanjio C.perfrigens u izmetu zdravih pasa te time
poboljsao fekalne rezultate (ZENTEK 1 sur., 2003.). U drugom istrazivanju koje je ukljucivalo

preko Sezdeset razli¢itih uvjeta lijeCenja utvrdilo se da koncentracija kratkolancanih masnih
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kiselina u izmetu raste proporcionalno s dozom prebiotika (PATRA, 2011.). Takoder dolazi do
povecanja Bifidobacteria i Lactobacillusa s poveéanjem doze prebiotika, no nisu opaZene
promjene za patogene C. perfrigens ili E. coli. Vrsta dijete koja se primjenjuje kod pasa nema
utjecaj na djelovanje prebiotika, ¢ime se dokazuje da terapije prebioticima mogu pruziti
dobrobiti neovisno o vrsti prehrane. U jednom istrazivanju na mackama uocene su potencijalne
dobrobiti prebiotika. Primjena pektina dovela je do povecanja razine laktobacila i koncentracije
kratkolanCanih masnih kiselina, dok je do smanjenja E.coli te povecanja bifidobakterija i

koncentracije fekalnog butirata doslo nakon unosa fruktooligosaharida (BARRY i sur., 2010.).

9.2. PROBIOTICI

Probiotici su zivi organizmi, odnosno tzv. ‘dobre’ bakterije, koji mogu imati pozitivne
ucinke na organizam ako se primjenjuju u odgovarajuc¢im koli¢inama. Djeluju tako da smanjuju
crijevnu propusnost, povecavaju izluc¢ivanje mucina od strane vrcastih stanica, povecavaju
izlu¢ivanje defenzina koji sprjecava kolonizaciju patogena, proizvode kratkolan¢ane masne
kiseline, stimuliraju izlu€ivanje IgA, smanjuju luminalni pH te povecavaju i usmjeravaju
imunoloSke stanice da pomicu toleranciju na komenzale dok odrzavaju zaStitu od patogena
(GALLO., 2016.). Cak i neki nezivi organizmi mogu imati zdravstvene prednosti tako §to
prianjaju na sloj sluzi i stimuliraju imunoloske funkcije. Na primjer, polisaharid iz Bacteroides
fragilis u miSeva aktivira Treg stanice i time smanjuje ozbiljnost Kkolitisa. U probioticima se
najcesce koriste Lactobacillus i Bifidobacterium, no druge bakterije koje se mogu primjenjivati
su Bacillus i Streptococcus kao kvasac, te Saccharomyces boulardii. Kako bi ostali u¢inkoviti
unutar probavnog sustava, probiotici moraju prezivjeti kiseli okoli§ Zeluca 1 Zu¢nu kiselinu kako
bi mogli kolonizirati crijeva. Smatra se da donose dobrobiti za crijeva bez trajne promjene
crijevnog mikrobioma (BARKO i sur., 2018.).

Istrazivanja o terapeutskom ucinku probiotika sezu jos iz 1909. godine kada je opisano
poboljsanje kod autoimunog artritisa nakon suplementacije Streptococcus lacticus i Bacillus
bulgaricum (WARDEN, 1909.). Nedavna istrazivanja na miSevima dokazala su kako
Bifidobacterium longum subspecies longum stiti od enteropatogene infekcije koja je izazvana E.

coli. Vecina istrazivanja orijentirana su na mjesavinu bakterija koje predstavljaju Lactobacillus,
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u koje ubrajamo L. casei, L. plantarum, L. cidophilus, L. bulgaricus. Osim njih, usmjerena su
takoder na Bifidobacterium (B. longum, B. breve, B. infantis) te Streptococcus salivaris
(BARKO i sur., 2018.).

U nekoliko klini¢kih istrazivanja na malim zivotinjama, probioti¢ki dodaci bili su od
velike koristi. Kod pasa s IBD-om i enteropatijom s gubitkom bjelancevina doslo je do
poboljsanja klini¢kih znakova nakon primijene probiotickog soja Saccharomyces boulardii.
Zatim, kod pasa s proljevom koji reagira na hranu primjenjen je liofiliziran Lactobacillus kroz 21
dan uz promjenu prehrane. Nakon zavrSetka terapije primijeceno je povecanje Lactobacillusa uz
smanjenje Enterobacteria u izmetu koje je praceno poboljsanjem klini¢kih znakova (SAUTER i
sur., 2006.). Istrazivanje koje je provedeno na 36 pasa s gastroenteritisom rezultiralo je
poboljsanjem klini¢ke slike nakon primjene kombinacije probiotika. Enterococcus faecium SF68
je soj koji proizvodi mlije¢nu kiselinu te ga karakterizira da dovodi do povecanja protutijela kod
miseva s Giardiasisom. Uz to, takoder smanjuje izlu¢ivanje Giardia putem izmeta i ako se daje
Stencima dovodi do povecanja razine IgA u serumu (BENYACOUB i sur., 2005.). U jednom
istrazivanju ovaj lijek primijenjen u kombinaciji s metronidazolom doveo je do poboljSanja
rezultata izmeta u usporedbi s psima lijeCenim samo metronidazolom. Kod macica iz skloniSta
E.faecium SF68 doveo je do smanjenja fekalne C. perfrigens i porasta bifidobakterija te je
takoder smanjio ucestalost proljeva. U drugom istraZivanju koje je provedeno na mackama, E.
faecium smanjio je ucestalost proljeva u usporedbi s placebom (BYBEE i LAPPIN, 2011.). Kod
aljaSkih pasa provedeno je istrazivanjem u kojem je utvrdeno kako davanje simbiotika s viSe
vrsta, koji sadrzi Enterococcus faecium, Bacillus coagulans i Lactobacillus acidophilus, u
kombinaciji s prebioticima dovodi do smanjenja ucestalosti proljeva i poboljSava rezultate

izmeta (GANG i sur., 2013.).

9.3. ANTIBIOTICI

Terapeutski uc¢inak na mikrobiom moze se posti¢i 1 primjenom odredenih antibiotika. U
nekim istraZivanjima koja su provedena na ljudima, utvrdena je poveznica izmedu metronidazola
i remisije bolesti kod pacijenata s Chronovom bolesti. Metronidazol je nitroimidazolski

antibiotik 1 antiprotozoik koji se uglavnom primjenjuje kod malih Zzivotinja s akutnim 1
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kroni¢nim GI poremecajima. Jedno od provedenih istrazivanja utvrdilo je kako metronidazol
djeluje tako da smanjuje fekalnu raznolikost bakterija, ali isto tako dovodi do povecanja korisnih
bakterija, kao $to je Bifidobacterium (IGARASHI i sur., 2014.). Kod pasa s kroni¢nim
enteropatijama, posebice proljevom koji reagira na antibiotike, obi¢no se koristi makrolidni
antibiotik tilozin. On djeluje tako da smanjuje raznolikost bakterija unutar jejunuma te poveéava
brojnost korisnih vrsta, kao $to je Enterococcus. Osim toga, dovodi do porasta potencijalno
patogenih bakterija, kao Sto su C. perfrigens, E. coli i Pasteurella, iako psi na kojima je
provedeno ovo istrazivanje nisu razvili nikakve klinicke znakove. Znakovi koji se javljaju kod
proljeva koji reagira na tilozin se povlace unutar prva 3 dana lije¢enja (KILPINEN i sur., 2015.).
Kod pasa s IBD-om utvrdeno je kako rifaksimin, polusintetski rifampicin sa Sirokim spektrom
djelovanja koji podlijeze minimalnoj sistemskoj apsorpciji, znacajno poboljsava klinicke

znakove (MENOZZI i sur., 2016.).

9.4. TRANSPLANTACHA FEKALNOG MIKROBIOMA

Transplantacija fekalnog mikrobioma predstavlja prijenos fecesa zdravog donora u
probavni sustav, odnosno crijevni trakt, bolesnog primatelja. Put prijenosa fecesa moze biti
putem oralne kapsule ili klistira te putem nazogastricne, nazoduodenalne i kolonoskopske
primjene. 1958. godine prijavljen je prvi zapis o lijeCenju kod ljudi sa pseudomembranoznim
kolitisom 1 svi pacijenti lijeCeni na ovaj nacin su prezivjeli (EISEMAN i sur., 1958.). Prilikom
FMT-a dolazi do prijenosa komenzala, virusa, bjelancevina, kratkolan¢anih masnih kiselina,
vitamina, Zu¢nih kiselina i mnostva drugih tvari. Na jednom istraZivanju kod pasa s eozinofilnim
IBD-om, gdje je provedena transplantacija fekalnog mikrobioma putem klistira, doSlo je do
znacajnog poboljSanja te se klinicki znakovi nisu pojavljivali 3 mjeseca nakon toga. Dva dana
uzorka prije lijeCenja te je takoder bila prisutna i veca mikrobna raznolikost od uzorka prije
FMT-a, §to je otkriveno metodom sekvenciranja 16S rRNA. U drugom istrazivanju koje je
provedeno na psima s refraktornim proljevom povezanim s C. perfrigens, FMT je primijenjen
putem Kklizme te je proljev nestao kod svih pasa nakon provedenog tretmana. Rezultati ovih
istrazivanja, kao 1 brojni drugi ukazuju kako je FMT vrlo uspjeSan tretman kod ranih vrsta

proljeva, iako je nakon lijecenja kod ljudi s ulceroznim kolitisom doSlo do pojave vrucice 1
26



povecanja C-reaktivnog bjelan¢evina. Zbog nedostatka podataka koji ukazuju na njegovu
sigurnost i u¢inkovitost, razni autori ne preporuc¢uju FMT osim u slucaju proljeva koji je povezan
s Clostridiumom te drugih kroni¢nih enteropatija koje su otporne na standardne terapije
(CHAITMAN i sur., 2016.).

10. ZAKLJUCCI

1. Gastrointestinalni mikrobiom igra vrlo vaznu ulogu u zdravlju sisavaca. Sudjeluje u vitalnim

fizioloskim procesima organizma te je bitan za sam razvoj domacdina.

2. Razne gastrointestinalne i sistemske bolesti povezane su s abnormalnostima unutar crijevnog

mikrobioma.

3, Unato¢ napretku metoda za analiziranje mikrobioma, brojna pitanja ostaju neodgovorena.
Buduca istrazivanja trebala bi usmjeriti paznju na njegovo sazrijevanje, proucavanje interakcije

izmedu mikrobioma i domacina te otkrivanju njegove uloge u patogenezi raznih bolesnih stanja.
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12. SAZETAK

Utjecaj hrane na mikrobiom probavnog sustava pasa

Ivana Raguz

Gastrointestinalni mikrobiom ima vaznu ulogu u metabolizmu i vitalnim fizioloskim
procesima unutar domacina, S§titi organizam od patogena te svojim sastavom utjee na
imunoloski sustav i cjelokupno zdravlje domacina. Vecina bakterija unutar mikrobioma moze se
svrstati u 5 skupina: Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, i Actinobacteria.
Razni ¢imbenici, kao $to su dob, okoli$, prehrana, mikrobiom majke i razni drugi mogu utjecati
na sastav mikrobiomne zajednice. Promjene u sastavu i raznolikosti crijevnog mikrobioma
povezane su s raznim gastrointestinalnim 1 sistemskim bolestima. Takoder, razne vrste dijeta
mogu dovesti do promjena u sastavu mikrobioma, a posljedi¢no time i do promjena u
proizvodnji metabolita. Mikrobiom crijeva u zdravih psa i macaka je otporan, prilagodljiv i
sposoban vratiti se na svoj osnovni sastav nakon $to se zivotinja vrati na svoju uobicajenu
prehranu, §to nam pokazuje da trajna promjena U sastavu mikrobioma zahtjeva dugotrajnu
primjenu specificne prehrane. Terapeutske metode za lijeCenje disbioze ukljucuju prebiotike,
probiotike, antibiotike te transplantaciju fekalnog mikrobioma. Probiotici prilikom prolaska kroz
Gl trakt proizvode metabolite koji mogu ublaziti klinicke znakove i modificirati sastav mikrobne
zajednice. FMT je vrlo zanimljiva metode terapeutskog lijecenja koji bi u buduénosti mogao biti
odli¢an alat za pomo¢ pri oporavku disbioze, medutim, potrebne su daljnje studije kako bi se
promijenio njegov potencijal 1 ogranicenja. Buduca istraZivanja na podrucju crijevnog
mikrobioma trebala bi biti usmjerena na razjasnjavanje mehanizama interakcije mikrobioma i
domacina, utjecaju mikrobioma na patogenezu raznih bolesti te procjenjivanju ucinkovitosti 1

odrzivosti raznih terapijskih metoda lijecenja koje se primjenjuju kod crijevne disbioze.

Kljuéne rijeci: gastrointestinalni mikrobiom, terapeutske metode, bakterije, probiotici
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13. SUMMARY

The influence of food on the microbiome of the digestive system of dogs

Ivana Raguz

The gastrointestinal microbiome plays an important role in metabolism and vital
physiological processes within the host, protects the organism from pathogens, affects the
immune system and overall health of the host. Most bacteria within the microbiome can be
classified into 5 groups: Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, and
Actinobacteria. Various factors, such as age, environment, diet, maternal microbiome and
various others can influence the composition of the microbiome community. Changes in the
composition and diversity of the intestinal microbiome are associated with various
gastrointestinal and systemic diseases. Also, various diets can lead to changes in the
microbiome’s composition and consequently to changes in metabolite production. The intestinal
microbiome in healthy dogs and cats is resistant, adaptable and able to return to it’s basic
composition after the animal returns to it’s usual diet. That shows us that a permanent change in
the composition of the microbiome requires a long-term application of a specific diet.
Therapeutic methods for treating dysbiosis include prebiotics, probiotics, antibiotics, and fecal
microbiome transplantation. When probiotics pass through the Gl tract, they produce metabolites
that can alleviate clinical signs and modify the composition of the microbial community. FMT is
a very interesting method of therapeutic treatment that could be a great tool to help with
dysbiosis recovery in the future. However, further studies are needed to change it’s potential and
limitations. Future research in the field of the intestinal microbiome should be aimed at
elucidating the mechanisms of interaction between the microbiome and the host, the influence of
the microbiome on the pathogenesis of various diseases and evaluating the effectiveness and

sustainability of various therapeutic treatment methods used in intestinal dysbiosis.

Key words: gastrointestinal microbiome, therapeutic metods, bacteria, probiotics
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