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Izvlecek:

Cloveska mikrobiota je celotna zbirka razliénih mikroorganizmov, ki Zivijo na in v
cloveskem telesu. Njena sestava se razlikuje med posamezniki, primarno funkcijo pa naj bi
imela pri prebavljanju hrane in absorpciji hranil. NovejSa znanstvena dognanja kazejo, da je
pomembno vpletena tudi pri reguliranju imunskega odziva, v sintezo vitaminov in dolo¢enih
nevrotransmiterjev ter pri komunikaciji z razlicnimi sistemi v telesu (npr. komunikacija z
mozgani preko osi ¢revesje-mikrobiom-mozgani in hipotalami¢no-hipofizno-nadledvi¢no
os). Na mikrobioto vplivajo Stevilni dejavniki (npr. prehrana, telesna aktivnost in Illaceb),
zato v sodobnem svetu, v katerem smo podvrZeni Stevilnim stresorjem, veckrat pride do
njenega neravnovesja. To se lahko izraza v obliki razliénih motenj in bolezni (vnetna
¢revesna bolezen, rakava obolenja, anksioznost ipd.). Vzpostavitev zdrave mikrobiote je
pomembna za ohranjanje zdravja ter dobrega pocutja in ker je slednje s sodobnim na¢inom
zivljenja tezje dosegljivo, skusajo raziskovalci odkriti razli¢ne alternativne nacine vplivanja
na njeno optimalno in uravnovesSeno sestavo. Namen predstavljene Studije je bil raziskati
vpliv 26-dnevnega uzivanja prehranskega dopolnila v obliki probioti¢nih kapsul ali placebo
na stresni odziv pri 81 zdravih posameznikih. Predpostavke, da uzivanje probiotika vpliva

na zmanjSanje ravni kortizola v slini ter na nizje dosezne rezultate na vprasalniku DASS-21,
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nismo potrdili, ugotovili pa smo statisticno znacilno spremembo dozivljanja stresa pri
udeleZencih, ki so verjeli, da uzivajo probiotike. Raziskava potrjuje pomembnost u¢inka
placeba ter predstavlja izhodiS¢e za nadaljnje raziskovanje vplivanja na homeostazo

mikrobioma preko vnosa probiotikov.
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Abstract:

Human microbiota is the entire collection of different microorganisms that live on and in the
human body. Its composition varies between individuals and its primary function is
associated with food digestion and absorption of nutrients. Newer scientific findings indicate
that the microbiome is also importantly involved in the immune response regulation, in the
synthesis of vitamins and certain neurotransmitters, and in communication between different
nervous systems (e.g., gut-brain axis and hypothalamic-pituitary-adrenal axis). The
microbiota is influenced by many factors (e. g., diet, physical activity and stress), thus in the
modern world, where we are subjected to numerous stressors, its dysregulation can occur.
The latter can be manifested in the form of disorders and diseases (e.g., inflammatory bowel
disease, cancer, anxiety). Establishing a healthy microbiota is important for the maintenance
of health and well-being, so researchers are trying to develop new methods to influence the
optimal and balanced composition of the microbiome. The purpose of the presented study
was to investigate the effects of 26 days of probiotic or placebo supplementation on the stress
response in 81 healthy individuals. The assumption that probiotic supplementation
influences the cortisol levels in saliva and lower depression and anxiety questionnaire scores
was not confirmed, however, a statistically significant change in the stress experience by

individuals convinced that they were taking probiotic supplements was observed. The study
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confirms the importance of the placebo effect and represents a basis for further research into

the effect on microbiome homeostasis through probiotic intake.
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SEZNAM KRATIC

ACTH — ang. adrenocorticotropic hormone, slo. adrenokorikotropni hormon

AVP — ang. arginine vasopressin slo. arginin vazopresin

CBG — ang. corticosteroid-biding globulin, slo. kortikosteroid vezujoci globulin

CCK - ang. cholecystokinin, slo. holecistokinin

CZS —slo. centralni Zivéni sistem

CRH — ang. corticotropin-releasing hormone, slo. kortikotropin sproscujo¢i hormon

FSC — ang. free serum cortisol, slo. prosti serumski kortizol

GABA - ang. y-aminobutyric acid, slo. y-aminobutiri¢na kislina

GBA — ang. gut-brain axis, slo. os €revesje-mozgani

GMBA — ang. gut-microbiome-brain axis, slo. os ¢revesje-mikrobiom-moZzgani

GIP — ang. glucose-dependent insulinotropic peptide, slo. od glukoze odvisen inzulinotropni
peptid

GLP1 — ang. glucagon-like peptide 1, slo. glukagonu podoben peptid 1

HPA os — ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, slo. hipotalami¢no-hipofizna-
nadledvi¢na os

ILC — ang. innate lymphoid cells, slo. limfoidne celice

KVMK - ang. short - chain fatty acids, slo. kratkoverizne mas¢obne kisline

MAPK - ang. mitogen-activated protein kinase, slo. z mitogenom aktivirana proteinska
kinaza (MAP-kinaza)

NF-«B — ang. nuclear factor kB, slo. jedrni faktor kB

NPY — ang. neuropeptide Y, slo. nevropeptid Y

PP — ang. pancreatic polypeptide, slo. polipeptid trebusne slinavke

PVN — ang. paraventricular nucleus, slo. paraventrikularno jedro

PYY — ang. peptide tyrosine-tyrosine, slo. peptid tirozin tirozin

SAM - ang. sympatho-adrenal-medullary mediators, slo. simpaticni adrenomedularni
tokokrogi

TNF — ang. tumor necrosis factor, slo. tumor nekrotizirajoci faktor

TSC — ang. total serum cortisol, slo. celokupni serumski kortizol

5-HT — ang. serotonin, slo. serotonin
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1 UVOD
1.1 MIKROBIOTA CLOVEKA

Mikrobiom je dinamicen in interaktiven mikro-ekosistem, opredeljen kot mikrobna
skupnost, ki zavzema habitat, ki ima razlicne fizio-kemicne lastnosti in ne vsebuje samo
razli¢nih mikroorganizmov temve¢ zajema tudi njithove dejavnosti in posledi¢no oblikovanje
razli¢nih ekoloskih niS. Poleg mikrobiote ga sestavljajo Se metaboliti (produkti matabolne
aktivnosti), pripradajoci geni in ekosistem, ki ga tvori mikrobiota (Berg idr., 2020). Clovesko
mikrobioto sestavlja veliko razlicnih mikroorganizmov (bakterije, arheje, kvasovke,
enoceli¢ni evkarionti in paraziti), ki so prisotni tako na kozi kot v notranjih organih,
predvsem pa v prebavnem traktu, kjer dale¢ najvisje koncentracije najdemo v ¢revesju (Rea,
Dinan in Cryan, 2016). Raziskave kazejo, da je pri odraslem ¢loveku razmerje med telesnimi
celicami in Stevilom bakterij v telesu 1:1; skupna masa bakterij znaSa okvirno 0,2 kg (Sender,
Fuchs in Milo, 2016).

Crevesna mikrobiota je porazdeljena po ¢loveskem prebavnem traktu in Geprav je profil
mikrobiote vsake osebe drugacen, je relativna Stevil¢nost in porazdelitev bakterij med
zdravimi ljudmi podobna. Pri odraslem ¢loveku mikrobiota vsebuje priblizno 1000 vrst in
vec kot 7000 sevov bakterij (Ley, Peterson in Gordon, 2006). V vecji meri jo sestavljata
debli bakterij Firmicutes in Bacteroides, ki imata pomembno vlogo pri presnovi in
fizioloskih funkcijah gostitelja, sledita pa jima debli Actinobacteria in Verrucomicrobia
(Hollister, Gao in Versalovic, 2014).

Mikrobiota ¢loveka je odvisna od razli¢nih dejavnikov, kot so: nacin rojstva, uzivanje
materinega ali adaptiranega mleka, nacin prehranjevanja, stik z naravo, fizi€na aktivnost,
spalna higiena, uZivanje zdravil, izpostavljenost infekcijam ali stresu, izrazito sterilno okolje
oz. pretiravanje pri osebni higieni ter kroni¢ne bolezni (Rea, Dinan in Cryan, 2016). Od
otroStva naprej se stabilizira in postane bolj raznolika, ¢emur lahko botrujejo razlicni
dejavniki iz okolja, kot so patogeni, zdravila in razni onesnazevalci (Rajilic-Stojanovic idr.,
2012). Razvoj mikrobiote in naselitev pomembnih bakterij v ¢revesju se odvija vzporedno z
rastjo in zorenjem nevronov v mladih mozganih. S starostjo upada raznovrstnost bakterij v
¢revesju, prav tako pa se zmanjSuje kompleksnost nevronskih povezav (Biagi idr., 2012 in
Borre idr., 2014).

Crevesni mikroorganizmi igrajo Stevilne pomembne vloge v naSem telesu: vpleteni so v
prebavo in presnovo hrane, signaliziranje obcutka lakote in sitosti, pomagajo pri
detoksifikaciji, sodelujejo v sintezi vitaminov ter so nezamenljiv del imunskega sistema.

Crevesne bakterije vplivajo na delovanje enteroendokrinih celic v prebavnem traktu, ki
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spros¢ajo nevronske prenasalce in hormone, ki preko razli¢nih signalnih poti komunicirajo

z mozgani (Perlmutter, 2017).
1.1.1 Entericni Ziv¢ni sistem

V &revesju se nahaja enteriéni Zivéni sistem (EZS), ki mu nekateri reéejo kar drugi moZgani.
Sestavljen je iz nevronov in celic glija ter zazna in se odziva na dinamic¢ni ekosistem prebavil
s prenosom zivénih signalov, ki potujejo po celotnem cCrevesju in v druge organe ter v
centralni Zivéni sistem (CZS) (Yoo in Mazmanian, 2017). Kljuéen je za urejanje gibljivosti
¢revesja in izloCanje ter pretok krvi vzdolz celih prebavil, s ¢imer posredno vpliva tudi na
prebavo, absorbcijo in prehajanje vsebine ¢revesja ter na vzdrZzevanje homeostaze telesne
tekocCine, pomembno vlogo pa ima tudi pri obrambi (Fung in Vanden Berghe, 2020). Celice
EZS proizvajajo citokine, ki lahko modulirajo nevronsko aktivnost in imunski odziv (Yoo
in Mazmanian, 2017).

Vecina serotonina (5-HT) nastane v ¢revesju in ne v mozganih, saj ga kar 95 % proizvedejo
enterokromafinske celice, ki prebivajo v epitelju. 5-HT ima v ¢revesju pomembno vlogo kot
nevrotransmiter oz. zivéni prenasalec, ki lahko z aktiviranjem vagusa spodbudi peristaltiko
(ter s tem lahko povzroci slabost in bruhanje), poleg tega uravnava apetit in spanje ter
prispeva k dobremu pocutju. 5-HT iz €revesja ne prehaja krvno-moZganske bariere, vendar
raziskave kazejo, da Crevesne bakterije (Escherichia coli (K-12), Lactobacillus plantarum
(FI8595) ipd.) preko fermentacije vlaknin proizvajajo metabolite 5-HT, ki pa lahko prehajajo
v moZzgane (Strandwitz, 2018). 5-HT, ki nastaja v mozganih ima vlogo pri uravnavanju
pocutja, razpoloZenja in spomina. Zdravila, ki ciljajo na serotoninske receptorje pa se
pogosto uporablja v psihiatriji in nevrologiji (npr. za zdravljenje depresije, posttravmatske
stresne motnje, anksioznosti, pani¢ne motnje ipd.) (Bamalan in Al Khalili, 2020). Ko se 5-
HT sprosca, aktivira receptorje 5-HT3 na vagusu, ki povecajo glutamatergi¢ni sinapti¢ni
prenos znotraj mozganskega debla. Interakcija med vagusom in serotoninskim sistemom v
¢revesju in mozganih ima pomembno vlogo pri zdravljenju psihiatriénih stanj (Breit,
Kupferberg, Rogler in Hasler, 2018).

Vedno bolj postaja jasno, da imajo bakterije v naSem ¢revesju vpliv ne samo na prebavljanje
zauzite hrane, temve¢ tudi na razpoloZenje in vedenje (Perlumtter, 2017). VkljuCenost
mikrobiote v os Crevesje-mozgani (GBA) (ang. gut-brain axis) je velika, saj ne komunicira
le z lokalnimi celicami in Zivénim sistemom v &revesju, ampak komunicira direktno s CZS

preko nevroendokrine in metaboli¢ne poti (Carabotti, Scirocco, Maselli in Severi, 2015).
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1.1.2  Os Crevesje-mikrobiom-mozgani

Danes je znano, da so ¢revesni mikroorganizmi del kompleksnega omrezja, poimenovanega
os Crevesje-mikrobiom-mozgani (GMBA).

Kot ze omenjeno, je pomembna vloga GMBA osi spremljanje in opazovanje Crevesnih
funkcij, kakor tudi odzivanje nanje. Os povezuje Custvene in kognitivne centre v mozganih
s perifernimi ¢revesnimi funkcijami in mehanizmi, kot so aktivacija imunskega sistema,
prepustnost Crevesja, entericni refleks in entero-endokrina signalizacija. Mehanizmi, na
katerih temelji komunikacija GMBA, vkljucujejo nevro-imuno-endokrine mediatorje
(Carabotti, Scirocco, Maselli in Severi, 2015).

Slika 1
Os crevesje-mikrobiom-mozgani (Gonzalez-Santana in Diaz Heijtz, 2020)
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Med crevesjem in moZgani poteka komunikacija, ki vkljucuje centralni Ziveéni sistem,
mozgane in hrbtenjaco, avtonomni Zivéni sistem (AZS) in hipotalami¢no-hipofizno-

nadledvi¢no os (HPA os, ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) (Carabotti, Scirocco,
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Maselli in Severi, 2015). Slika 1 prikazuje mehanizme delovanja GMBA osi (Gonzalez-
Santana in Diaz Heijtz, 2020). GMBA os preko ve¢ neposrednih in posrednih poti vpliva na
mozgane: (1) preko signalov, ki jih prenaSajo nevronski tokokrogi (npr. dvosmerna
komunikacija med mozgani in vagusom, enteri¢ni Ziv¢ni sistem ali nevropodi), (2) preko
stranskih produktov bakterij pri fermentaciji (kratkoverizne mascobne kisline (KVMK)
(ang. short-chain fatty acids): propionat, butirat in acetat), (3) preko presnovkov triptofana
in nevrotransmiterjev, (4) preko citokinov, ki jih izlo¢ajo imunske celice (dendriti¢na celica,
celica B, mastociti, celica T) in (5) preko delovanja ¢revesnih hormonov. Nekatere od teh
molekul lahko aktivirajo vagusni zivec ali dosezejo mozgane preko sistemske cirkulacije in

neposredno vplivajo na moZganske funkcije.

Za aktivacijo HPA osi je znacilno spros€anje kortikotropin spros€ujo¢ega hormona (CRH)
1z paraventrikularnega jedra hipotalamusa, kar spodbudi spros¢anje adrenokortikotropnega
hormona (ACTH) iz sprednje hipofize. ACTH deluje na skorjo nadledviéne Zleze tako, da
stimulira proizvodnjo in sproscanje glukokortikoidov (npr. kortizol pri ljudeh), kar lahko
vpliva na fiziologijo ¢revesja (npr. na modulacijo ¢revesne pregrade in imunski odziv) ter
na sestavo &revesne mikrobiote. Crevesna mikrobiota vpliva na razli¢ne nevrorazvojne
procese, kot so npr. zorenje in delovanje mikroglije, tvorba in celovitost mozganske krvne
bariere ter mielinizacija in nevrogeneza (Gonzalez-Santana in Diaz Heijtz, 2020).

Vagus je deseti mozganski Zivec, ki se razteza od mozganskega debla preko prsnega kosa
vse do trebuha. Nadzira Siroko paleto klju¢nih telesnih funkcij, kot so nadzor razpolozenja,
imunski odziv, prebava in sréni utrip. Preko vagusa poteka neposredna povezava, ki
omogoca komunikacijo €revesne mikrobiote z moZgani po endokrini in imunski poti. Prek
aferentnih (senzori¢nih) vlaken posilja mozganom informacije o stanju notranjih organov,
zaradi Cesar je pogosto tara pri zdravljenju prebavnih in psihiatricnih bolezni (npr.
depresija, posttravmatska stresna motnja, vnetna Crevesna bolezen) (Breit, Kupferberg,
Rogler in Hasler, 2018). Vagus toni¢no prenasa informacijo iz notranjih organov v mozgane
in obratno ter kot del parasimpati¢ne veje AZS sodeluje pri vzdrZevanju telesne homeostaze.
Z mozgani preko vagusa komunicirajo tudi doloCeni sevi bakterij in tako lahko spreminjajo
naSe vedenje (Fiilling, Dinan in Cryan, 2019).

1.1.3 Kratkoverizne masc¢obne Kisline

Pri fermentaciji prehranskih vlaknin in Skroba (tj. neprebavljeni ogljikovi hidrati)
mikrooganizmi tvorijo kratkoverizne mascobne kisline (KVMK), ki igrajo pomembno vlogo
pri uravnavanju nevro-imunoendokrinega sistema. Imajo sposobnost prehajanja krvno-
mozganske bariere in Studije so pokazale, da lahko vplivajo na klju¢ne nevroloske in
vedenjske procese (Silva, Bernardi in Frozza, 2020).
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KVMK spadajo med nasi¢ene mascobne kisline (Tan, McKenzie, Potamitis, Thorburn,
Mackay in Macia, 2014). Med najbolj zastopanimi so acetat, propionat in butirat, ki so
priblizno v razmerju 3:1:1, vendar je to razmerje odvisno tudi od prehrane in mikrobne

sestave posameznika (Topping in Clifton, 2001).

Poleg prehranske vrednosti, KVMK pomagajo pri nizanju ¢revesnega pH ter tako pomagajo
vzdrzevati naselitev bakterij, ki so koristne za nas, in onemogocajo naselitev Skodljivih
bakterij. Stimulirajo epitelijske celice za posredovanje prirojenega imunskega odgovora na
patogene in pomagajo prepreciti kroni¢ni vnetni odgovor (Klemenak, 2016 po Kim C.H.,
Park in Kim M., 2014). KVMK imajo Se druge funkcije: delujejo protimikrobno, uravnavajo
osmotsko in pH ravnovesje, spodbujajo ¢revesni krvni obtok ter absorbcijo vode in natrija
iz Crevesja, vplivajo tudi na diferenciacijo in proliferacijo epitelnih celic (Klemenak, 2016
po Hijova in Chmelarova, 2007). Te molekule so tudi eden klju¢nih mediatorjev
komunikacije med mikrobioto, €revesjem in mozgani. Raziskave, ki bi neposredno
raziskovale mediatorsko funkcijo KVMK na ljudeh in njihov vpliv na ¢ustveno in kognitivno
delovanje, so redke (Dalile, Oudenhove, Vervliet in Verbeke, 2019).

Slika 2

Nastanek in poti delovanja KVMK (Dalile, Oudenhove, Vervliet in Verbeke, 2019)
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Trenutno poznamo Stiri poti, preko katerih KVMK lahko vplivajo na delovanje mozganov:
imunska, endokrina, vagusna pot ter prehajanje preko krvno-mozganske pregrade (Dalile,
Oudenhove, Vervliet in Verbeke, 2019). Po imunski poti KVMK sodelujejo s ¢revesnimi
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epitelijskimi in imunskimi celicami (monociti in nevtrofilci) tako, da aktivirajo receptorje
prostih mascobnih kislin, ali pa z zaviranjem histonskih deacetilaz, kjer pride do
hiperacetilacije in promocije transkripcije. Vse to vpliva na integriteto ¢revesnega epitelija
(Silva, Bernardi in Frozza, 2020). KVMK preko uravnavanja izlo€anja interlevkinov iz
enteroendokrinih celic vplivajo tudi na sistemsko vnetje. Modulirajo pa tudi
nevroinflamacijo, in sicer tako, da vplivajo na morfologijo in delovanje celic mikroglije, s
¢imer vplivajo tudi na nasSe Custvovanje, kognitivne funkcije in patofiziologijo duSevnih
motenj. Druga pot delovanja je endokrina pot. KVMK se povezejo s svojimi receptorji na
kolonocitih, kar spodbudi prenos signala preko sistemske cirkulacije ali vagusne poti do
mozganov. Enteroendokrine celice L izloanjo crevesne hormone, kot sta glukagonu
podoben peptid 1 (GLP1) in peptid tirozin tirozin (PYY). Sledn;ji lahko vplivajo na spomin,
ucenje in razpolozenje. KVMK lahko preko receptorjev tudi direktno vplivajo na vagus in
po njem posljejo signale v mozgane (Dalile, Oudenhove, Vervliet in Verbeke, 2019). Zadnja
pot je preko krvno-mozganske pregrade, ki jo KVMK lahko prehajajo preko
monokarboksilatnih transporterjev, ki se nahajajo na endotelijskih celicah. S tem vplivajo na
integriteto pregrade in inhibirajo poti, ki so povezane z vnetnimi odzivi. Prav tako s pomocjo
acetilacije histona modulirajo ravni nevrotrofnih dejavnikov in prispevajo k biosintezi
serotonina. KVMK preko teh poti lahko posredno in neposredno uravnavajo procese
povezane z nevrogenezo in delovanjem nevronov ter vplivajo tako na sposobnost ucenja in

spomina kot tudi na razpolozenje (Dalile, Oudenhove, Vervliet in Verbeke, 2019).

Razli¢ne raziskave ugotavljajo, da imajo KVMK protivnetne ucinke (Vinolo, Rodrigues,
Nachbar in Curi, 2011) in sodelujejo pri gastrointestinalni fiziologiji, imunski funkeiji,
presnovi in celo razvoju in homeostazi CZS, zato imajo potencial pri razvoju novih
terapevtskih pristopov za zdravljenje motenj CZS (Silva, Bernardi in Frozza, 2020). Ker je
ve€ina Studij izvedena na glodalcih, moramo biti pri interpretaciji rezultatov in moZznih

vplivih KVMK na ljudi previdni, saj so potrebne dodatne Studije s ¢lovesko populacijo.
1.1.4 Povezava z vagusom in vpliv na Ziveni sistem

Avtonomni Zivéni sistem (AZS) je nehotno Zivéevje (tj. ni pod Elovekovim zavestnim
nadzorom), katerega naloga je uravnavanje pomembnih Zivljenjskih funkcij, kot so dihanje,
sréni utrip, presnova in prebava ter uravnavanje krvnega tlaka. Delimo ga na simpati¢no in
parasimpati¢no Zivéevije, ki ju nadzoruje CZS, ter na enteri¢no zivéevije, ki deluje neodvisno
od CZS. Simpatiéni Zivéni sistem ob stresni situaciji aktivira stanje “boj ali beg” in vzdrzuje
telesno homeostazo, naloga parasimpaticnega zivénega sistema pa je uravnavanje aktivnosti
predvsem, ko telo pociva (npr. slinjenje, spolna vzburjenost, prebavljanje hrane ipd.)
(McCorry, 2007).
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Crevesje in moZgani za uravnavanje zdravja in bolezni komunicirajo preko GBA (Zheng
idr., 2019). CZS, ki stalno prejema signale iz Grevesja ter je odgovoren za vzdrzevanje
homeostaze preko HPA osi, modulira ¢revesno funkcijo. Slednjo regulira tudi preko
simpati¢nih in parasimpatiénih vej AZS. V stresni situaciji se aktivira HPA os, kar spodbudi
sproscanje nevronskih in nevroedokrinih signalnih molekul. kot so kateholamini, serotonin
in citokini. Spros$€ajo jih enterokromafinske in imunske celice, ki se nahajajo v lumnu
¢revesja in vplivajo tudi na sestavo in delovanje Crevesne mikrobiote (Lyte, 2013). Stres
vodi v poviSano raven noradrenalina in kortizola, kar lahko spodbudi Sirjenje entericnih
patogenov (Hughes in Sperandio, 2008). Spremeni se tudi aktivnost parasimpati¢ne in
vagusne poti v Crevesje ter Zelodec (Mayer, 2000), kar pripomore: (1) k spremembi v
¢revesnih funkcij, vkljucno z gibljivostjo in prepustnostjo ¢revesja, (2) k izlocanju kisline in
(3) k imunskim odzivom (Mayer, Tillisch in Gupta, 2015).

Po drugi strani érevesje modulira CZS predvsem preko imunskega sistema in nevroimunskih
mehanizov, nevrotransmiterjev in AZS, kar vkljuduje vagus, enteri¢ni Zivéni sistem,
enteroendokrino signalizacijo in metabolite, ki izvirajo iz ¢revesne mikrobiote (Cryan idr.,
2019). Preko vagusa poteka najbolj neposredna pot, ki povezuje Crevesje in mozgane. Vagus
zazna doloCene drazljaje iz ¢revesja, odvisno od tega, kateri receptorji se izrazijo na vagusnih

aferentih, ter potem prenese signale v mozgane.
1.1.5 Regulacija imunskega odziva

Imunski odziv je reakcija, ki se pojavi, ko se organizem brani pred razlicnimi vsiljivei
(virusi, bakterije ipd.). Imunski sistem pri ¢loveku delimo na dva dela, in sicer na prirojeni
(nespecificni) in pridobljeni (specifi¢ni) imunski odziv. Prirojeni imunski odziv, pri katerem
posredujejo limfoidne celice (ILC), ki tvorijo naravne celice ubijalke ter citotoksi¢ne in
necitotoksi¢ne podmnozice limfoidnih celic (ILC1, ILC2 in ILC3), je hiter oziroma nastopi
takoj, nima pa imunskega spomina in se na patogene odziva nespecificno (Belizéario in
Faintuch, 2018). Pridobljeni imunski odziv pa je sicer pocasnejsi, vendar ob sreCanju s
patogenom razvije spomin in je zato imunski odziv ob vsakem srecanju z istim patogenom
okrepljen - razviti odziv je namrec prilagojen na specificen patogen (npr. cepljenje). Vecino
¢asa oba odziva medsebojno sodelujeta. Prirojeni odziv namre¢ predstavlja prvo obrambno
linijo gostitelja, Cez nekaj Casa se pridruzi Se pridobljeni imunski odziv, ki sprozi nastanek
specifi¢nih protiteles (Kato, Kawamoto, Maruya in Fagarasan, 2014).

Odnos med ¢revesno mikrobioto in imunskim sistemom je vzajemen. Mikrobiota prispeva k
predelavi hranil, k razvoju, zorenju in delovanju celic imunskega sistema, imunski sistem pa
ima klju¢no vlogo pri oblikovanju in odlocanju, katere bakterije bodo poseljevale ¢revesno
mikrobioto. Kompleksnost bakterijskih zdruzb v Crevesju se ujema s kompleksnostjo
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imunskega sistema gostitelja (Kato, Kawamoto, Maruya in Fagarasan, 2014). Prav tako
poruseno ravnovesje ¢revesnih bakterij sovpada z okvarami v delovanju imunskega sistema.
Ce pride do disfunkcije imunskega sistema, se lahko pojavijo razli¢ne avtoimunske bolezni,
vnetja ali rakave spremembe (Chaplin, 2010). Pri vseh boleznih sodobnega cCasa, ki
predstavljajo vzrok invalidnosti ali umrljivosti (npr. bolezni srca in ozilja, rak, diabetes,
avtoimune bolezni, nevrodegenerativne bolezni ipd.), pa je prisotno kroni¢no vnetje (Furman
idr., 2019).

Stresni zivljenjski dogodki lahko vplivajo na naSe zdravje, vklju¢no z imunoloskim
zdravjem. Raziskave kazejo, da glukokortikoidni hormoni in kateholamini, ki jih sprosca
endokrini sistem, spremenijo delovanje makrofagov in limfocitov ter drugih celic imunskega
sistema. Modulacija imunskega odziva s strani CZS deluje preko kompleksne mreZe
signalov, ki ima dvosmerno komunikacijo med zivénim, endokrinim in imunskim sistemom.
HPA os in simpati¢no-nadledvi¢na os sta glavni poti, preko katerih lahko spreminjamo
imunsko funkcijo (Padgett in Glaser, 2003).

1.1.6 Vpliv mikroorganizmov na ¢revesne celice in izloCanje hormonov

Crevesni hormoni, ki jih sprod¢ajo enteroendokrine celice, ki so razpriene po prebavnem
traktu, delujejo kot signalne molekule Stevilnim razli¢nim celicam v sluznici in znotraj GBA
osi. Enteroendokrine celice znotraj sluznice Crevesja sintetizirajo Stevilne hormone, kot so
CCK (ang. cholecystokinin, slo. holecistokinin), PYY, GLP-1, GIP (ang. glucose-dependent
insulinotropic peptide, slo. od glukoze odvisni inzulinotropni peptid) in 5-HT. Te molekule
imajo regulatorne vloge v kljuénih presnovnih procesih kot so obcutljivost na inzulin,
toleranca za glukozo, shranjevanje mascob in reguliranje apetita. Na sproSCanje teh
hormonov vpliva prisotnost bakterij in njihovih presnovkov v ¢revesju, ki predstavljajo
pomembno komponento regulacije metabolizma gostitelja (Martin, Sun, Rogers in Keating,
2019).

Nevroaktivne snovi, kot so 5-HT, GABA (ang. y-aminobutiricna kislina) in presnovki
triptofana, imajo pomembno vlogo pri reguliranju CZS, sintetizirajo jih lahko tudi mikrobi
v Crevesju. Bakterije iz druZine Escherichia in kvasovka Candida lahko uporabijo triptofan
iz hrane in 1z njega sintetizirajo serotonin, bakterije Bacillus in Serratia pa lahko sintetizirajo
dopamin. Nastete bakterije lahko proizvajajo nevrokemikalije, ki so po strukturi podobne
nevrotransmiterjem. Pot, po kateri lahko vplivajo na mozganske funkcije, Se ni znana,
predvideva pa se, da te nevroaktivne snovi preckajo sluznico &revesja in delujejo na CZS
(Sun, Li in Nie, 2020).

Raziskave kazejo, da vec¢ Crevesnih hormonov, npr.: 5-HT, nevropeptid Y (NPY, ang.
neuropeptide Y), GLP-1, CCK in grelin, igra vlogo v motnjah razpolozenja, kot sta tesnoba
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in depresija. Periferni 5-HT sodeluje pri modulaciji gibljivosti ¢revesja, zaznavanju bolecCine,
izlo¢anju elektrolitov, srénih funkcijah, tonusu Zil, razvoju organov in vnetij. V CZS deluje
kot nevrotransmiter za uravnavanje razpolozenja spanja in apetita (Herr, Bode in
Duerschmied, 2017). NPY, vklju¢no s PYY in polipeptidom trebusne slinavke, vpliva na
motnje, ki jih povezujemo s stresom, nevrozas¢ito, nevroinflamacijo in nevrogenezo.
Omenjeni hormoni namre¢ sodelujejo pri modulaciji tesnobe in depresije (Verma, Wood,
Lach, Herzog, Sperk in Tasan, 2016). GLP-1 se na stres odzove z aktivacijo receptorja GLP-
1, saj endogeni ali eksogeni glukokortikoidi zmanjSajo biolosko uprabnost GLP-1 (Ghosal,
Myers in Herman, 2013). CCK se proizvaja v perifernem Zivénem sistemu in v CZS sodeluje
pri regulaciji vnosa hrane. Raven CCK pozitivno korelira s tesnobnim vedenjem, poleg tega
pa vpliva na motnje razpolozenja preko drugih nevrotransmiterjev (glutamat, acetilholin in
GABA), ki imajo klju¢no vlogo pri €ustvenem vedenju (Rezayat, Roohbakhsh, Zarrindast,
Massoudi in Djahanguiri, 2005). Grelin je najbolj poznan kot regulator hranjenja, vse vec
Studij pa nakazuje na pomembno vlogo grelina pri odzivu na stres, tesnobo in depresijo.
Raziskave na glodalcih so pokazale, da razlicni dejavniki stresa (npr. dolgotrajni stres,
socialni poraz) pripomorejo k povecani ravni grelina (Fritz, Singewald in De Bundel, 2020;
Meyer, Burgos-Robles, Liu, Correia in Goosens, 2014).

1.1.7 Disbioza mikrobiote

Disbioza se nana$a na neravnovesje v mikrobnih vrstah, ki je obi¢ajno povezano z oslabljeno
funkcijo Crevesne pregrade in aktivacijo vnetnih celic. Neustrezna prehrana, starost, stres in
bolezni lahko povzro€ijo padec raznolikosti bakterijskih druZzin v ¢revesju in neustrezno
razmerje med posameznimi zdruzbami (DeGruttola, Low, Mizoguchi in Mizoguchi, 2016).

Do disbioze lahko pride zaradi treh razlogov: (1) izgube koristnih organizmov, (2)
prekomerne rasti potencialno Skodljivih organizmov in (3) izgube sploSne raznolikosti
mikrobov (DeGruttola, Low, Mizoguchi in Mizoguchi, 2016). Lahko pa se pojavi tudi v
drugih mikrobiomih, kot so koZa, noZnica in ustna votlina (Belizario in Faintuch, 2018).

Dlje trajajoca Crevesna disbioza (Kuhn, Pedraza in Demoruell, 2014) prispeva k vrsti vnetnih
bolezni, kot so vnetna ¢revesna bolezen (Frank idr., 2007), sindrom razdrazljivega Crevesja,
diabetes (Qin idr., 2012), rakava obolenja (Belizario in Faintuch, 2018), povezujejo pa jo
tudi z zunajCrevesnimi motjami, kot so alergija, astma, presnovni sindrom, bolezni srca in
ozilja, debelost (Turnbaugh idr., 2006), hipertenzija (Yang idr., 2015) ter bolezni CZS
(Carding, Verbeke, Vipond, Corfe, Owen, 2015; Shi, Duan in Niu, 2017).

Vzpostavitev zdravega odnosa med mikrobioto in imunskim sistemom v zgodnjem zivljenju
je pomembna za vzdrzevanje Crevesne homeostaze. Sicer Se ne poznamo tofne sestave
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»zdrave« mikrobiote, vendar se nakazuje okvir, ki identificira doloCene bakterijske vrste,
povezane z zdravo mikrobioto, in vpliva na to, ali se ohranja homeostaza ali pa se sprozijo
vnetni mehanizmi (Carding, Verbeke, Vipond, Corfe, Owen, 2015).

Stres, ki je dandanes prisoten Ze na vsakem koraku, ima razli¢ne bioloske ucinke, za katere
je znano, da vkljucujejo modulacijo ¢revesnih mikroorganizmov oz. njihove homeostaze,
kar lahko vpliva tudi na to, kako se gostitelj odzove na stresno situacijo (Karl idr., 2018).

1.2 STRES

Stres je fizioloSki odziv organizma na stresor, ki lahko prihaja iz okolja ali pa je psihi¢nega
izvora. Stresor predstavlja kakrSenkoli drazljaj, ki zmoti telesno ravnovesje oziroma
homeostazo (Stephens in Wand, 2012). Organizem se s stresom odzove na situacijo, ki
predstavlja izziv, groznjo ali pa fizicno oziroma psihi¢no oviro, kjer se porusi naravna

homeostaza telesa (Ulrich-Lai in Herman, 2009).

Kratkoro€ni stres obi€ajno traja nekaj minut do nekaj ur ter krepi prirojeni in pridobljeni
imunski odziv. Mehanizmi vkljucujejo spremembe v dendriticnih celicah, nevtrofilcih,
makrofagih, spremembe v potovanju in zorenju limfocitov, kot tudi spremembe pri lokalni
in sistemski proizvodnji citokinov. Pri dolgotrajnem stresu, ki traja dlje kot nekaj ur, pa lahko
pride do disfunkcije imunskega odziva, saj disregulira prirojeni in pridobljeni imunski odziv
tako, da spremeni ravnovesje citokinov tipa 1 in tipa 2. Posledi¢no se razvije kroni¢no vnetje,
zmanjSa se lahko Stevilo, potovanje in aktivnost imunoprotektivnih celic. Kroni¢ni stres
poveca dovzetnost telesa za nekatere vrste raka, saj zavira delovanje citokinov tipa 1 in
zasCitnih T celic ter stimulira supresorske T celice. Kratkotrajni stres krepi izrazanje
imunoprotektivnih odzivov (npr. celjenje ran) in izbolj$a izrazanje imunopatoloskih odzivov
(protivnetnih, avtoimunskih). Kroni¢ni stres pa zavira zas€itne imunske odzive in ojaca
patoloSke imunske odzive (Dhabhar, 2014).

Homeostaza organizma se zagotavlja skozi proces alostaze, ki vkljuCuje razli¢ne fizioloSke
in vedenjske spremembe. Deluje na ravni celega organizma, tako znotraj tkiva, kot znotraj
vsake posamezne celice. Telo se na stresor odzove s stimulacijo AZS in aktivacijo HPA osi,
kar sprozi tudi spremembe delovanja endokrinega in imunskega sistema (Ulrich-Lai in
Herman, 2009). Prekomerna oz. dolgoro¢no poviSana aktivnost HPA osi lahko privede do
nastanka razliénih bolezni CZS, nevrodegenercije, diabetesa, hipertenzije, osteoporoze,
motenj razpoloZenja in razvoja anksioznosti in depresije. Se ve¢, povisa se tveganje za razvoj
sindroma razdrazljivega Crevesja in tveganje za razvoj avtoimunih oz. vnetnih bolezni (Rea,
Dinan in Cryan, 2016).
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1.2.1 HPA os

Hipotalami¢no-hipofizna-nadledvicna os (HPA os, ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis) vklju€uje hipotalamus, hipofizo in nadledvi¢no zlezo (Slika 3).

Ob stresnem drazlaju se v paraventrikularnem jedru (PVN) hipotalamusa preko krvnih zil,
ki povezujejo hipotalamus in hipofizo, sprostita dva hormona: CRH in arginin vazopresin
(AVP). Oba hormona stimulirata prednjo hipofizo, ki stimulira izlo€anje ACTH v krvni
obtok. ACTH sprozi sintezo in sprosc¢anje glukokortikoidov iz nadledvi¢nih Zlez (glavni
glukokortikoidni hormon je kortizol). V mozganske signalne poti so vkljuceni razli¢ni
nevrotransmiterji, ki imajo na PVN lahko zaviralne (npr. GABA ali opioidi) ali stimulativne
ucinke (npr. noradrenalin ali 5-HT). Centralni Zivéni sistem in endokrini (hormonski) sistem
sta tesno povezana preko usklajevanja aktivnosti glukokortikoidov (Stephens in Wand,
2012). Poleg HPA osi imajo pri odzivu na stres pomembno vlogo tudi druge strukture, kot
so noradenergi¢ni nevroni v moZganskem deblu, parasimpati¢ni sistem in simpaticni
adrenomedularni tokokrogi (SAM, ang. sympatho-adrenal-medullary mediators) (Smith in
Vale, 2006 po Habib, Gold in Chrousos, 2001).
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Slika 3

HPA os (Stephens in Wand, 2012)
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HPA os ima vgrajeno negativno povratno zanko kot zaS¢ito pred dolgotrajno aktivacijo. Te
zanke so namenjene vzdrZzevanju dolo¢enih ravni hormonov in homeostaze. [zlo¢anje CRH,
AVP in ACTH se nadzoruje preko inhibicije delovanja HPA osi, kar opravlja kortizol s svojo
koncentracijo na nivoju sprednje hipofize, PVN in hipokampusa. Obstajata dve vrsti
receptorjev za kortizol, mineralokortikoidni (tip 1) in glukokortikoidni (tip 2), ki sodelujeta
v mehanizmih negativne povratne zanke. Kortizol ima vecjo afiniteto do receptorjev tipa 1
kot tipa 2. Ta razlika v afiniteti pomaga vzdrZevati sorazmerno nizke ravni kortizola v krvi
ob obi¢ajnem dnevu (sproscanje kortizola poteka v skladu s cirkadianim ritmom), ko pa je
koncentracija kortizola v krvi visoka (npr. v stresni situaciji), se kortizol veze na
glukokortikoidne receptorje, kar vodi v odziv na stresor. Ta homeostatski mehanizem je
pomemben, ker ima tako velika kot premajhna izpostavljenost kortizolu lahko Skodljive
posledice za zdravje in pocutje (Smith in Vale, 2006; Stephens in Wand, 2012).
Disregulacijo stresnega odziva povezujemo s Stevilnimi presnovnimi in duSevnimi

motnjami, kot so avtoimunske bolezni, hipertenzija, motnje razpolozenja ter druge motnje,
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povezane s stresom (npr. anksioznost, motnje hranjenja, zasvojenost) (Smith in Vale, 2006;
Kinlein in Karatsoreos, 2020).

1.2.2 Kortizol

Kortizol je glukokortikoidni hormon, ki ga izloca zunanja skorja nadledvicne Zleze (Gatti
idr., 2009). Koncentracija kortizola v slini se pogosto uporablja kot biomarker za zaznavanje
psihi¢nega stresa in z njim povezanimi dusevnimi in fizioloSkimi motnjami. Merimo ga
lahko tudi v serumu ali urinu (Dorn idr., 2007; Poll idr., 2007).

Kortizol je lipofilni hormon in za transport po telesu potrebuje proteine. Najvecji delez
kortizola (priblizno 80 %) se veze na kortikosteroid vezujoci globulin (CBG, ang.
corticosteroid-binding globulin). Gre za protein o—globulin, ki veze biolosko aktivni,
nekonjugirani kortizol v krvni plazmi (Slovenski medicinski slovar, 2020), imenovan tudi
transkortin. Poleg tega se 10 % kortizola veze na albumin, ostalih 10 % pa je prostega
oziroma nevezanega (El-Farhan idr., 2017; Torpy in Ho, 2007).

Kortizol je vkljuCen v energetski metabolizem in neposredno vpliva na sintezo in razgradnjo
ogljikovih hidratov, beljakovin in lipidov. Ima pa Se nekatere druge funkcije: spodbuja
glukoneogenezo; zmanjSa periferni vnos glukoze v celice; aktivira sintezo glikogena;
inhibira fosforilazo glikogena, kar vodi do vecjih zalog glikogena; aktivira lipolizo, da se
poveca krozenje prostih mascobnih kislin; poveca adipogenezo, tako da aktivira lipoprotein
lipaze ter povec€a koncentracijo leptina. Kortizol ima tudi protivnetne in imunosupresivne
ucinke, saj zmanjSa Stevilo limfocitov v obtoku, zavira sintezo imunoglobina, inducira
apoptozo limfocitov in preprecuje nastajanje nekaterih vnetnih citokinov (npr. interlevkini

1, 2, 6 in dejavnik tumorske nekroze (TNF, ang. tumor necrosis factor) (Torpy in Ho, 2007).



Kuhar D. Preverjanje vpliva dodajanja probiotika (Lactobacillus rhamnosus GG) na raven stresa.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2021 14

Slika 4

Hevristicni model spreminjanja koncentracije kortizola v slini tekom dneva (prirejeno po
Cohen, Gianaros in Manuck, 2016, bela crta oznacuje povprecje, sivo obmocje predstavija
+ standardni odklon)
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Vecina raziskav uposteva koncentracijo kortizola v slini kot ustrezen pokazatelj delovanja
HPA osi. Na odziv HPA osi lahko vplivajo Stevilni dejavniki, kot so raven CRH, raven AVP,
raven ACTH in koncentracija kortizola v krvi ali urinu (Hellhammer, Wust in Kudielka,
2009). Kortizol deluje kot negativni regulator ACTH in CRH, medtem ko stres neposredno
vpliva na hipotalamus in spodbudi sprosc¢anje CRH (El-Farhan idr., 2017).

Na raven kortizola v telesnih teko€inah vpliva tudi cirkadiani ritem posameznika. 1zloCanje
ACTH je pulzirajoce in sledi cirkadianemu ritmu, skupaj s CRH. Pri zdravem odraslem
posamezniku, ki ni pod stresom, se pri kortizolu v slini v 24 urah zgodi od 18 do 25 pulzov,
zacens$i z visoko amplitudnimi impulzi, ki se odvijajo v priblizno 90-minutnih intervalih med
3.1n 9. uro, svoj vrh pa dosezejo med 7. in 11. uro. Frekvenca se potem zmanjSa med 18.
polnocjo in 3. uro zjutraj (El-Farhan idr., 2017). Znacilen je torej jutranji maksimum, potem
pa se raven skozi dan niza, vse do polnoc€i, ko ponovno poskoci po parih urah spanja (Aardal
in Holm, 1995; Hansen idr., 2003; Gatti idr., 2009).

Raven kortizola v telesu se spreminja tekom dneva, variira pa tudi glede na letni ¢as in glede
na druge dejavnike, kot so izmensko delo, uzivanje zdravil, dieta, telesna aktivnost,
menstrualni cikel pri Zenskah, koli¢ina in kakovost spanja ipd. Pri zdravih posameznikih je
najvi§ja raven kortizola v slini zjutraj, kmalu po bujenju (koncentracija kortizola se poveca
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za 50% do 160% v 30 minutah od bujenja), in najnizja zvecer med 17. in19. uro (Hansen,

Garde in Persson, 2008).

Tabela 1

Pregled meritev kortizola v slini (nmol/L) v razlicnih raziskavah

Referenca N  Starost Zdravi/bolni Kortizol (nmol/L) in ¢as odvzema
8-12 (ob 4. uri),
11-22 (ob 8. uri),
. 5-10 (ob 12. uri)
20 24-40 dravi N
Laudat idr., 1988 Zarav 4-9 (ob 16. uri),
3-5 (ob 20. uri),
3-6 (ob 24. uri),
10 11-78  Cushingov. sin individualne vrednosti na sliki 5
. 4,8-32,2 (ob 8. uri),
58 24-40 zdravi 2.2-4.2 (ob 20. uri),
. . . 9,2-66,1 (ob 8. uri),
Laudat idr., 1988 4 11-78 Cushingov. sin 9,2-66.1 (ob 20. uri),
. 1,7-5,3 (ob 8. uri),
8 30-52  adrenalna insuf. 1.7-5.3 (ob 20. uri)
Aardal in Holm, . 3,5-27,0 (ob 8. uri),
1995 197 20-70 zdravi <6,0 (ob 22. uri)
3,6-35,1 (ob prebujanju),
Hansen idr., 2003 120 30-59 zdravi 7,6-39,4 (20 min po prebujanju),
<10,3 (med 17. in 19. uro)
Vogeser idr., 2006 100  14-59 zdravi <8.9 (ob 23. uri)
Coelli idr., 2016 122 18-74 zdravi <8,3 (ob 24. uri)

Raziskave, predstavljene v tabeli, 1 nakazujejo, da prosti kortizol, izmerjen v slini zdravih

udelezencev, doseze svoj vrh okvirno med 8. in 11. uro (odvisno od tega, kdaj se zbudimo),

potem pa pada tekom dneva vse do vecera, ko je njegova vrednost ponavadi pod 10 nmol/L

(slika 12). Vrednost kortizola se od polnoci naprej postopoma zvisuje vse do jutra, ko zopet

doseZe najvisjo koncentracijo, kar nakazuje na cirkadiani ritem kortizola.

Razpon vrednosti kortizola ob doloceni uri je pri posameznikih razli¢en, zato tezko dolo¢imo

optimalne vrednosti za populacijo oz. je potrebno upostevati Stevilne dejavnike (npr. spol,

starost, aktivnost), ki lahko vplivajo na meritve. Ker so protokoli dolo¢anja koncentracije

kortizola v raziskavah razli¢ni (npr. vzorci so vzeti ob razlicnih urah in intervalih ter

pridobljenti iz razli¢nih telesnih tekocin), vrednosti teZko primerjamo.
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Slika 5

Cirkadiana variacija kortizola v slini pri 20 zdravih udelezencih (osencen del) in 10

pacientih s Cushingovim sindromom (crne pike) (Laudat idr., 1988)
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V primerjavi z merjenjem kortizola v krvi je odvzem kortizola v slini popolnoma
neinvazivna metoda, ki omogoca enostavno merjenje doma, brez kontaminacije rezultatov,
npr. stresnega odziva zaradi igle (Poll idr., 2007), poleg tega pa razli¢ne raziskave kazejo
pozitivne korelacije med kortizolom v slini in krvi (Ljubijanki¢, Popovi¢-Javori¢, Sceta,
Sapcanin, Tahirovi¢ in Sofi¢, 2008; Pool idr., 2007). Merjenje kortizola v slini je fiziolosko
pomembno, saj ni vezan na CBG, kot je v krvi (Groschl, 2008). Trenutno najprimernejsa in
najpogosteje uporabljena metoda odvzema sline je s pomocjo Zvecenja bombazne krpice ali
preko pasivnega slinjenja v plasti¢no cev, vendar merjenje s pomocjo zvecenja bombazne
krpice boljse napoveduje FSC (ang. free serum cortisol) in TSC (ang. total serum cortisol)
kot pasivno slinjenje v cev (Pool idr., 2007).

1.2.3 Stres v povezavi z zdravjem in boleznijo

Stresorji imajo velik vpliv na razpolozenje, nase pocutje, vedenje in zdravje. Ali in kako
stres vpliva na posameznika, je v veliki meri odvisno od njegove interpretacije dogodkov.
Visja kot je stopnja subjektivnega stresa, vecji je psiholoski vpliv na posameznika (Zhang
idr., 2020). Mladi so obicajno bolj prilagodljivi, ko pride do akutnega stresa, in jim to Se ne
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predstavlja bremena za zdravje. Nekateri posamezniki so tudi bolj pozitivno naravnani in se
s kroni¢nimi stresorji dobro spopadajo (Glanz in Johnson, 1999). Studije kaZejo, da imajo
naSe vedenjske navade in nacin zivljenja velik vpliv na to, kako se spopadamo s stresom
(npr. uzivanje alkohola in/ali nikotina, uzivanje kofeina ali drugih energijskih pijac, uzivanje
zdravil, telesna dejavnost, spalna higiena), na spopadanje s stresom pa vpliva tudi nasa
telesna sestava (Zankert, Bellingrath, Wiist in Kudielka, 2019). Ce je posameznik bolj
biolosko ranljiv zaradi starosti, genskih ali drugih dejavnikov in Ce stresorji trajajo dlje ¢asa,
se lahko razvije bolezen. Pogosto se to pojavi v primeru, ko oseba nima veliko psihosocialne
podpore in se slabse sooca s stresom (Schneiderman, Ironson in Siegel, 2005).

Izpostavljenost razlicnim stresorjem se zacne prenatalno, saj je plod ze preko mame
izpostavljen stresu. Izpostavljenost mocnim in kroni€nim stresorjem v razvojnih letih ima
nevrobioloske ucinke in poveCuje tveganje za razvoj anksioznosti in depresije, motenj
razpolozenja, tezav z agresijo. Lahko vodi v vecjo zdravstveno obolevnost, strukturne
spremembe CZS in zgodnjo smrt (Shaw, 2003). Obicajno se prve epizode depresije razvijejo
po pojavu vecjega negativnega zivljenjskega dogodka (Paykel, 2001). Vedenja, ki se jih
posluzujemo ali pa se pojavijo, ko smo pod stresom (kajenje, uzivanje razli¢nih substanc,
motnje spanja, nesrece, prehranjevalne motnje ipd.), pomembno vplivajo na nase zdravije.
Posamezniki, ki Zivijo v bolj stresnih okoljih (skupnost z veliko lo¢itvami, nasilje, poslovni
neuspehi, naravne nesrece ipd.), hitreje posezejo po teh Skodljivih vedenjih (predvsem
kajenju). Pogosto se kroni¢ni stresni dogodki pozitivho povezujejo z vecjim uzivanjem
alkohola, ki ga posamezniki uporabljajo kot obliko samozdravljenja, ko se pojavi tesnoba ali
anksioznost (Colby, Linsky in Straus, 1994).

Slika 6 prikazuje hevristiéni model procesa pri stresu, ki ponazarja integracijo okoljskih,
psiholoskih in bioloskih dejavnikov ter mehanizmov pri stresu. Ni nujno, da so v proces
vedno vkljuceni vsi dejavniki in mehanizmi (Cohen, Gianaros in Manuck, 2016).
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Slika 6

Hevristicni model procesa pri stresu (prirejeno po Cohen, Gianaros in Manuck, 2016)

Okoljske zahteve
(stresni Zivljenjski dogodki)

Zahteve ocenjene kot stresne
(zaznani stres)

Negativni ¢ustveni odziv

Slabo zdravje, Aktivacija
odloditve in SAM in HPA
vedenje

A4 y

Z boleznijo povezane fizioloske
spremembe (npr. imunske,
kardiovaskularne)

Povecano tveganje za bolezen

Zacetek napredovanja bolezni

Kako mozgani zaznajo stres, lahko vpliva na nase vedenje in razpolozenje (npr. v smislu
»obvladovanja« zaznanih negativnih dogodkov v obliki poveCanega kajenja). Stresne
situacije vplivajo na interpretacijo fizioloSkih obcutkov (npr. interpretacija obcutkov kot
simptomov bolezni, kar vodi v iskanje zdravstvene oskrbe) in povecajo moznost za
impulzivno sprejemanje odloc¢itev (Smyth, Zawadzki in Gerin, 2013). Vkljucijo se
pomembne poti, preko katerih stresni dogodki vplivajo na nase zdravije.

Znana je povezava med psihosocialnimi stresorji in boleznimi, kot so kardiovaskularne
bolezni, respiratorne bolezni, tezave z imunskim sistemom, rak, artritis in depresija (Cohen,
Janicki-Deverts in Miller, 2007; Juster, McEwen in Lupien, 2010; Slavich, O'Donovan, Epel
in Kemeny, 2010). Izpostavljenost stresu lahko poveca moZnost za razvoj kardiovaskularnih
bolezni, Se posebej pri moskih z nizkim socialnoekonomskim statusom (Marmot, 2003), pri
zenskah pa je bolj$i napovednik bolezni prisotnost stresa v zakonu (Orth-Gomér, Wamala,
Horsten, Schenck-Gustafsson, Schneiderman in Mittleman, 2000).
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Leta 1998 so naredili $tudijo, v kateri so ugotovili, da imajo posamezniki z najbolj stresnimi
dogodki in najvi$jo stopnjo zaznanega stresa najvecjo verjetnost za pojav simptomov
prehlada. Ljudje, pri katerih je stres vztrajal ve¢ mesecev (npr. ob brezposelnosti, stalne
tezave z odnosi), so pogosteje zboleli za prehladom kot tisti, ki so bili stresu izpostavljeni
manj ¢asa (manj kot mesec) (Cohen, Frank, Doyle, Skoner, Rabin in Gwaltney, 1998). To je
lahko vsaj deloma posledica slabse regulacije vnetnih odzivov s strani glukokortikoidnih
receptorjev oz. kortizola (Cohen idr., 2012). Leserman in sodelavci so proucevali vpliv
zivljenjskih stresorjev v okviru okuzbe z virusom HIV. Moske s HIV so spremljali do 7,5
let in ugotovili, da je bolezen hitreje napredovala pri tistih, ki so imeli ve¢ kumulativnih
stresnih dogodkov in so kot mehanizem spopadanja uporabljali zanikanje, imeli pa so tudi
nizjo socialno podporo in poviSan serumski kortizol (2000). Stres vpliva tudi na poslabSanje
avtoimunskih bolezni in stanj, pri katerth je prisotno prekomerno vnetje (npr.
kardiovaskularne bolezni). V obdobju kroni¢nega stresa pri zdravem posamezniku kortizol
pocasi zavira nastajanje vnetnih citokinov, pri posameznikih z avtoimunim obolenjem ali
kardiovaskularno motnjo pa ostane proizvodnja vnetnih citokinov poviSana, kar povzroci
poslabsanje simptomov in patofiziologije (Harbuz, Chover-Gonzalez in Jessop, 2003).
Podobne Studije kaZejo napredek raziskovalcev pri razumevanju, kako stres spodbuja
bolezen oziroma slabSa simptomatologijo prizadetih posameznikov (Zhang idr, 2020).

Dolgotrajna proizvodnja vnetnih citokinov lahko Skodljivo vpliva tako na fizi€no zdravje
kot na dusevno zdravje. V ¢asu bolezni vnetni citokini povzrocajo utrujenost, slabo pocutje,
zamanjSan apetit in brezvoljnost, kar so obicajno simptomi, ki jih povezujemo z depresijo
(Schneiderman, Ironson in Siegel, 2005). Ob kroni¢nem stresu (npr. vsakodnevni stres na
delovnem mestu) lahko pride do izgorelosti, ki se sprva tezko prepozna, ker vkljucuje vec¢
simptomov, ki so znacilni tudi za druge bolezni (npr. anksioznost, depresija). S stresom
pogosto povezujejo tudi bolezni, kot so shizofrenija, posttravmatska stresna motnja,
fibromialgija, anksiozne motnje, atopicni dermatitis, pani¢ne motnje in anoreksija. Pri vseh
teh boleznih je zaznana disregulacija HPA osi (Zankert, Bellingrath, Wiist in Kudielka,
2019).

Znani so nekateri zaS¢itni dejavniki, ki pripomorejo k spopadanju s stresom, kot je na primer
dobra socialna podpora, trdna samopodoba, optimizem, iskanje smisla in druge tehnike, ki
pomagajo pri sproS€anju (meditacija, masaza, sproS¢anje miSic ipd.) (Kamp, West,
Holmstrom, Luo, Wyatt in Given, 2019). Prav tako je pri spoprijemanju s stresom
pomembna osebnostna struktura posameznika. Tisti, ki imajo vi§jo samopodobo, so se ob
soocenju s tezko matemati¢no nalogo, ki je predstavljala akutni stres, bolje odrezali in imeli
nizjo raven kortizola (Preussner, Hellhammer in Kirschbaum, 1999). Nasprotno, osebnosti,
ki jih obi¢ajno povezujemo z vecjo psihopatologijo (tj. visok nevroticizem, nizka
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ekstravertnost), pa se tezje spoprijemajo s stresom (Zankert, Bellingrath, Wiist in Kudielka,
2019).

1.2.4 Stres v vsakdanjem Zivljenju

Psiholoski stres je pogost v vsakdanjem zivljenju in vecino stresnih izkuSenj spremljajo
fizioloSki in psiholoski odzivi. Kakovost nasega Zivljenja in to, kakSna bo nasa prihodnost
kot osebe in vrste, je odvisna od naSe sposobnosti prilagajanja razli¢nim stresorjem oz.
1zzivom spreminjajocega se okolja. Vplivi stresa na posameznika se tekom zivljenja kopicijo
in vsaka dodatna stresna izkuSnja poveca splosno prilagoditveno breme in lahko spodkopava
zdravje (Cohen, Gianaros in Manuck, 2016).

Stresorji so lahko zelo razli¢ni. Sooamo se s pomanjkanjem razlicnih virov (npr.
pomanjkljivo ali neustrezno zdravstveno zavarovanje), z nalezljivimi boleznimi (razlicne
infekcije kot posledica kroni¢nih in sistemskih vnetij), vojno in terorizmom, ekonomskim
padcem ipd. Nas vsakdanji obstoj in stabilnost sta negotova zaradi stresa na delovnem mestu,
stresa v intimnih in zasebnih odnosih, nevarnosti v prometu, razli¢nih vrst nasilja ipd. Vsi
smo izpostavljeni fizi€nim in psihi¢nim stresnim situacijam na druzbeni in medosebni ravni

(Schneiderman, Ironson in Siegel, 2005).

Psiholoski stres povzroca razli¢ne psiholoske okvare, spremenjeno kognicijo in vedenje,
poleg tega lahko vodi v spremembe sestave mikrobiote. Motnje v cirkadianem ritmu (npr.
zaradi izmenskega dela) povzrocajo vec¢jo prepustnost ¢revesja, spremeni se imunski odziv,
poveca se dovzetnost za vnetja, poSkodbe epitelja ter za razvoj kroni¢nih bolezni povezanih
z vnetjem (Karl idr., 2018 po Pagel idr., 2017). Izpostavljenost onesnazenem okolju
(kemikalije, strupen industrijski material, pesticidi, onesnazena tla in voda s tezkimi
kovinami) poleg dolgoro¢nega vpliva na zdravje dihal vpliva tudi na mikrobioto in njeno
presnovno aktivnost (Arcidiano idr., 2018).

Raziskave kazejo, da ima telesna vadba lahko pozitiven ali negativen vpliv na naso
mikrobioto. Dolga in intenzivna telesna aktivnost povzroci klasi¢en stresni odziv (poviSana
koncentracija kortizola), kar se kaze kot zmanjSana oskrba Crevesja s krvjo, kar lahko
povzroci hipoksijo, iz€rpavanje zalog ATP, tvorbo prostih radikalov in oksidativni stres.
Posledi¢no pride do poskodbe ¢revesne pregrade in vecje prepustnosti ¢revesja (van Wijck
idr., 2012). Teh uc¢inkov ne opazimo pri niZje intenzivnih vadbah. Redna in zmerna telesna
vadba je pomembna, saj s tem ohranjamo pretok krvi v ¢revesju, moduliramo gibljivost
¢revesja in izboljSamo imunsko funkcijo, vplivamo pa tudi na sestavo bakterij v ¢revesju
(poveca se delez koristnih bakterij). Gibanje je pomembno, vendar moramo poskrbeti za to,
da je redno, primerno dolgo in primerno intenzivno (Karl idr., 2018).
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Najveckrat govorimo samo o negativnih uc¢inkih stresa na nase telo. Ne smemo pa pozabiti,
da je stres funkcija organizma, da se prilagodi na spremembe in tako imenovani eustres na
nase telo deluje stimulativno in nas spodbuja in izziva, da smo v neki nalogi Se boljsi. Ko
povecamo raven pozitivnega stresa, se posameznik s stresno situacijo Se bolje spoprime in
je bolj vztrajen (npr. Sportna tekmovanja, doloc¢eni delovni roki, javni nastopi). Na zalost je
izpostavljenost eustresu vedno manjSa, nadomesca pa ga dolgorocCen in intenziven stres
(Leow, Alderson, Guelfi in Dimmock, 2018).

Stresu se v vsakdanjem zivljenju ni mogocCe izogniti. Nacin spopadanja s stresnimi
situacijami nam marsikaj pove o nasem zdravju in zdravju naSe druzbe (Schneiderman,
Ironson in Siegel, 2005). Vse ve¢ je dokazov, da zdrava Crevesna mikrobiota podpira
adaptacijo celic oz. celotnega organizma na spremembe okolja ter predstavlja enega klju¢nih
regulatorjev imunskega odziva in stresa (Rea, Dinan in Cryan, 2016). Vsi organizmi so
tekom zivljenja izpostavljeni Stevilnim mikro in makro dejavnikom, ki ogroZajo njihovo
homeostazo, kar se lahko izrazi kot stresni odziv, bodisi na fizi¢ni, psiholoski ali imunoloski
ravni. Ravno zato je raziskovanje oziroma iskanje preprostih in u€inkovitih nacinov za
lajSanje stresa toliko bolj pomembno in tudi aktualna tema v raziskavah, predvsem na
medicinskem podrocju (Zhang idr., 2020).

1.3 PROBIOTIKI

Beseda probiotik izhaja iz latinske besede pro in bios, kar pomeni “za zivljenje”. Gre za zZive
mikroorganizme, ki imajo ugodne ucinke na zdravje gostitelja, saj pomagajo vzdrZevati
normalno delovanje ¢revesne sluznice, hkrati pa jo $c€itijo pred Skodljivimi dejavniki, kot so
toksini, alergeni in patogeni (Rao in Samak, 2013). Probiotike najdemo v razli¢nih
fermentiranih zivilih, kot so jogurt, kefir, kombuca, kislo zelje, kim¢i ipd., ter v razli¢nih
prehranskih dopolnilih. Da so probioti¢ni organizmi u€inkoviti, je zaZeljen dnevni vnos vsaj
100 milijonov zivih organizmov. Probioti¢ne izdelke je priporocljivo uzivati redno in dlje
Casa (vsaj nekaj mesecev), saj se le s tem v Crevesje prenese zadostna koli¢ina bakterij in
kvasovk, ki prezivi tranzicijo preko Zzelodca (Rao in Samak, 2013). Probioti¢ni
mikroorganizmi se delijo v ve¢ sevov, med najbolj poznanimi sevi pa so predstavniki
laktobacilov (Lactobacillus) in bifidobakterij (Bifidobacterium), ki so tudi del normalne

¢revesne mikrobiote (Pandery, Naik in Vakil, 2015).

Vecjo ucinkovitost probiotikov dosezemo z vkljuCevanjem prebiotikov v prehrano.
Prebiotiki so vlaknine, ki spodbujajo rast in aktivnost probiotikov, so vir hrane ¢revesnim
bakterijam in jim s tem omogocajo lazje prezivetje, poleg tega pa imajo probiotiki ob
prisotnosti prebiotikov vecjo odpornost proti razlicnim dejavnikom iz okolja. V bistvu gre
za neprebavljene dele hrane, ki spodbujajo rast in/ali aktivnost dolo¢enih mikroorganizmov
v Crevesju. Ustrezati morajo doloCenim kriterijem, kot so stabilnost med obdelavo Zivila,
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neprebavljivost oziroma delna prebavljivost, dostopnost za fermentacijo in selektivna
stimulacija probioti¢nih sevov ter seveda pozitiven vpliv na zdravje posameznika. Prebiotike
v telo vnasamo s hrano (npr. koruza, banana, polnozrnati kruh) ali preko prehranskih
dodatkov (Pandery, Naik in Vakil, 2015). V obliki prehranskega dopolnila so na voljo Se
sinbiotiki, ki vsebujejo tako probiotike kot prebiotike za sinergi¢no delovanje. Oboje lahko

v zadostni meri vnesemo tudi preko prehranskih vlaknin in probioti¢nih Zivil.

Pojavljajo se tudi prehranska dopolnila, ki ponujajo postbiotike (npr. butirat). To so
metaboliti bakterij (npr. KVMK) in odmrli probiotiki, ki jih najdemo tudi v fermentiranih
zivilih. Postbiotiki vkljucujejo katerokoli snov, ki jo sprosti ali proizvede mikroorganizem
pri presnovi in ima neposredeno ali posredeno ugoden ucinek na gostitelja (Zotkiewicz,
Marzec, Ruszczynski in Feleszko, 2020). Kot prehransko dopolnilo so zanimivi zaradi vec
prednosti pred probiotiki, kot so razpolozljivost v Cisti obliki, enostavna proizvodnja in
skladiS¢enje ter tudi poseben mehanizem delovanja. Poleg tega imajo potencial za
izboljSanje zdravja preko modulacije fiziologije (npr. izboljSanje stanja ali preprecevanje
nastanka bolezni), izkazujejo namre¢ tudi protivnetno, imunomodularno, antioksidativno in
protivirusno delovanje. Vsekakor so potrebne nadaljnje raziskave, ki bodo ponudile SirSe
znanje o vlogah postbiotikov za zdravje (Nataraj, Ali, Behare in Yadav, 2020).

Probioti¢ne bakterije lahko koristijo zdravju preko treh sploSnih mehanizmov. Nekateri
probiotiki lahko jasno zavrejo patogene preko neposrednega delovanja ali preko vpliva na
komenzalno (tj. v telesu Ziveco) mikrobioto. Drugi mehanizem je moduliranje signalnih poti
s strani nekaterih probioti€nih sevov. Tretji mehanizem, preko katerega lahko probioti¢ne
bakterije koristijo zdravju, pa je moduliranje imunskega odziva gostitelja, kar ima lokalne
in sistemske ucinke, ki so odvisni od vrste seva (Corr in Gahan, 2009; Lebeer, Vanderleyden
in De Keersmaecker, 2010; Rao in Samak, 2013).

Nekateri probiotikom recejo tudi psihobiotiki, saj imajo pozitivne ucinke na Custva,
kognicijo in druge psiholoske procese (Sarkar, Lehto, Harty, Dinan, Cryan in Burnet, 2016).
Vedno bolj pogoste so Studije, ki proucujejo, kako probiotiki vplivajo na uravnavanje
psihiatri¢nih moten;j. Te Studije kazejo, da v stresnih situacijah probiotiki odigrajo koristno
vlogo pri uravnavanju sinteze razli¢nih nevrotransmiterjev in bioaktivnih dejavnikov, kot so
kortizol (Takada idr., 2016), CRH (Yang idr., 2016) in TNF-a (Marcos idr., 2004), ter do
neke mere izbolj$ajo s stresom povezane psihiatri¢ne in fizi€ne simptome (Zhang idr., 2020).
V preglednem ¢lanku iz 2020 so obravnavali sedem Studij, ki so raziskovale razmerje med
trajanjem jemanja probiotikov (manj in ve¢ kot 8 tednov) in njihovimi psiholoskimi uc¢inki
(predvsem na tesnobo in depresijo kot posledico stresa). Probiotiki so vsebovali en ali ve¢
sevov bakterij. Rezultati so pokazali, da uporaba probiotikov na splosno zmanjs$a raven
subjektivnega stresa pri zdravih osebah ter lahko izboljSa njihovo raven tesnobe ali depresije,
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ki sta povezani s stresom, s ¢imer se kazejo potencialne psihobioti¢ne lastnosti probiotikov
(Zhang idr., 2020).

1.3.1 Probiotiki Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

Bakterije iz rodu Lactobacillov spadajo med Gram pozitivne bakterije, ki se nahajajo pri
ljudeh in Zivalih. Pri [judeh te bakterije zivijo v ustih, prebavilih in Zenskih genitalijah. Sev
LGG je Siroko uporabljen probiotien sev, za katerega se kaze, da ima pozitivne ucinke pri
lajSanju tezav s prebavili in drisko, pri modulaciji imunskih odzivov za preprecevanje
alergijskih simptomov in pri zdravljenju z vnetji povezanih ¢revesnih bolezni (Nissild idr.,
2017; Rao in Samak, 2013). LGG spodbuja prebavo, krepi imunski sistem, povecuje
odpornost proti okuzbam in zavira rast patogenih bakterij. ZniZuje nivo oksidativnega stresa
in zmanjSuje prepustnost ¢revesne sluznice (Rao in Samak, 2013). Pokazano je bilo tudi, da
je sev odporen na Zelod¢no kislino in zol¢, ima dobro rast in dober oprijem na epitelijskih
celicah (Doron, Snydman in Gorbach, 2005). Je eden izmed bolj razSirjenih probioti¢nih
sevov, ki se uporablja v razli¢nih komercialno dostopnih izdelkih, njegovi u€inki pa so bili
prouceni v razli¢nih klini¢nih Studijah (Segers in Lebeer, 2014).

Randomizirana dvojno slepa in s placebom nadzorovana pilotna Studija je pokazala, da LGG
izboljSa delovanje Crevesne pregrade in klini¢ni status otrok, obolelih s Chronovo boleznijo.
V omenjeni $tudiji so sodelovali $tirje otroci, ki so prejemali probiotik (1 x 10'° bakterij)
dvakrat na dan kar Sest mesecev (Gupta, Andrew, Kirschner in Guandalini, 2000). Druga
Studija pa je pokazala, da je oralno jemanje LGG (med 5 dnevi in 4 tedni, dnevna doza 2 x
10'? bakterij) spodbudilo spro$¢anje IL-10 in sprozilo protivnetne uéinke pri otrocih z
atopijskim dermatitisom (Pessi, Hurme in Isolauri, 2000).

Ceprav je preiskovanje probiotikov v zadnjih dveh desetletjih v porastu, $¢ vedno ne vemo
veliko o bioaktivnih faktorjih, ki jih proizvajajo razli¢ni probiotiki. Eksperimentalni dokazi
o blagodejnih ucinkih probiotikov se hitro uporabijo za komercialne namene v obliki
razli¢nih produktov, ¢eprav so mehanizmi delovanja Se slabo razumljeni (Rao in Samalk,
2013). Stevilo pro- in prebioti¢nih izdelkov na trgu strmo nara§¢a in podrobne;jsi vpogled v
biopsiholoske ucinke suplementacije je na mestu.

1.3.2 Prehrana

Kot Ze omenjeno, je prehrana eden izmed pomembnejSih dejavnikov, ki vplivajo na
homeostazo ¢revesne mikrobiote, in igra kriticno vlogo ze v prenatalnem obdobju.
Raziskave kazejo, da ima prehrana vpliv na bolezni, ki jih povezujemo z disbiozo (debelost,
sladkorna bolezen, alergijske motnje, rak) (DeGruttola, Low, Mizoguchi in Mizoguchi,
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2016). Ce primerjamo »zahodno« prehrano, ki je pretezno sestavljena iz Zivalskih
beljakovin, sladkorja in nasi¢enih mascob, ter agrarno prehrano, ki vsebuje malo Zivalskih
beljakovin in nasi¢enih masScob, veliko ogljikovih hidratov in preprostih sladkorjev, se
pokazejo velike razlike. Ljudje, ki se prehranjujejo z »zahodno« prehrano, imajo povecano
Stevilo bakterij druzine Firmicutes in Proteobacteria, ljudje z agrarno prehrano pa imajo
vecje koli¢ine bakterij iz druZine Actinobacteria in Prevotella in imajo vecjo raven KVMK,
ki §¢itijo pred potencialno patogenimi ¢revesnimi bakterijami (De Filippo idr., 2010).

Celovita rastlinska prehrana je bogata s fitokemikalijami, ki prinaSajo koristne uc¢inke za
zdravje. Sem spadajo tudi polifenoli, ki lahko delujejo kot antioksidanti. Slednji obi¢ajno
pridejo do debelega Crevesja nedotaknjeni in imajo tudi dolo¢ene protimikrobne lastnosti, ki
spreminjajo ¢revesno mikrobioto. Povecano uzivanje hrane, ki vsebuje polifenole (sadje,
zelenjava, vino, ¢aj, itd.), zmanjSuje tveganje za nastanek raka, pripomore k nizjemu
krvnemu tlaku in holesterolu, ter zmanjSa tveganje za razvoj sr¢no-zilnih bolezni (Queipo-
Ortufio idr., 2012). Polnozrnata Zzita, ki so bogata s fenolnimi skupinami, vsebujejo veliko
ferulinske kisline, ki jo mikrobiota pocasi in neprekinjeno sprosca, en del pa jo pretvori v
dihidroferulinsko kislino. Ti dve kislini veljata za zasc¢ito pred spremembami v epitelijskih
celicah in zmanjSata tveganje za razvoj debelosti. Povecan vnos rastlinske prehrane pomeni
vecjo razpolozljivost substratov, ki jih bakterije skozi proces fermentacije pretvorijo v
KVMK (Garcia, Selma-Royo, Alcantara in Collado, 2018). Raziskave kazejo, da se, ¢e
uzivamo prebiotike (Macfarlane, G. T. in Macfarlane, S., 2011) in probiotike (Derrien in
Hylckama Vlieg, 2015) ali sledimo dieti, kot je npr. mediteranska, poveca proizvodnja
KVMK v debelem crevesu (David idr., 2016; De Filippis idr., 2016). Vlakninsko bogata
hrana (sadje, zelenjava, stroCnice, zitarice) ima visok preboti¢ni potencial in lahko zniza
tveganje za razvoj raka na Crevesju ter zmanjsa vnetja in tveganje za razvoj bolezni srca in
ozilja, diabetesa in debelosti (Vitaglione idr., 2015).

1.4 NAMEN IN CILJI

Raziskovanje povezave med ¢revesno mikrobioto in mozgani je vedno bolj aktualno. Kljub
temu je to podroc¢je Se precej nerazumljeno, potrebna so nadaljnja proucevanja interakcij
med mikroorganizmi in nasimi mozgani v kontekstu splosnega zdravja in patoloskih stan;j.
Namen nase Studije je bil preveriti, ¢e in kako jemanje probiotikov Waya® (sev L. rhamnosus
GG, ATCC 53103) vpliva na stresni odziv oziroma uravnavanje stresa pri zdravih
posameznikih. S to raziskavo zelimo doprinesti k boljSemu vpogledu v vlogo mikrobiote pri
regulaciji stresa ter razvoju u€inkovitih preventivnih strategij in terapij. Cilj magistrskega
dela je tudi izpostaviti pomembnost ozaveSCanja vsakega posameznika o zdravem
zivljenjskem slogu, kjer uravnoteZena mikrobiota predstavlja pomemben korak k
psihofizicnemu blagostanju. Zbrani podatki bodo lahko podlaga za nadaljnje bolj podrobne
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in natancne Studije o tem, kako z zivljenjskimi navadami, vklju¢no z nadinom

prehranjevanja, vplivamo na raven stresa v svojem zivljenju.

1.5 RAZISKOVALNA VPRASANIJA IN HIPOTEZE

Na podlagi obstojece literature smo predpostavili, da bodo udelezenci, ki bodo 26 dni jemali
probiotik WAYA® (sev L. rhamnosus GG, ATCC 53103), po koncu suplementacije kazali
nizjo raven stresa (niZjo koncentracijo kortizola v slini), medtem ko pri udelezencih, ki bodo
jemali placebo, sprememb v stresnem odzivu po tem ¢asu ne bomo zaznali oziroma bodo
izmerjene spremembe manjSega obsega v primerjavi z eksperimentalno skupino. Zanimalo
nas je tudi, kako bodo izmerjeni odzivi (raven kortizola in odgovori na DASS-21) povezani

z mnenjem udelezencev raziskave, ali so prejemali probiotik ali placebo.
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2 METODA

Pred zacetkom raziskave smo pridobili soglasje Komisije za etiko raziskovanja Oddelka za
psihologijo Fakultete za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije na Univerzi
na Primorskem. Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko pa je na naso vlogo
odgovorila (Priloga A), da raziskava ne sodi v njeno pristojnost, saj proucuje ucinke
prehranskih dopolnil.

2.1 UDELEZENCI

V raziskavo je bilo vkljucenih 81 oseb, ki so se odzvale na oglas, objavljen v druzbenih
medijih. Izkljuc€itveni kriteriji so bili: starost pod 18 let; starost nad 75 let; jemanje
antibiotikov v zadnjih treh mesecih; jemanje zdravil, ki lahko vplivajo na stopnjo kortizola;
v zadnjih treh mesecih diagnosticirane nevroloske, psihiatri¢ne, gastrointestinalne ali
endokrine motnje; intolerance na sestavine v probiotiku/placebo kapsulah; ter nosecnost in
dojenje. Izvedli smo dvojno slepo randomizirano Studijo: udeleZenci niso vedeli, ali
prejemajo aktivno u¢inkovino ali placebo, v eksperimentalno ali kontrolno skupino so bili

razdeljeni naklju¢no.

Zaradi jemanja antibiotikov smo iz analize podatkov izlocili dva udeleZenca, zaradi
manjkajoc¢ih podatkov pa $tiri (zaradi neustreznih vzorcev sline, kot je opisano v razdelku
2.3.5, oziroma manjkajo¢ih odgovorov na vpraSalnik DASS-21). To pomeni, da so bili
izlo¢eni podatki treh udelezencev iz skupine s probiotiki in treh iz skupine s placebom. Tako
je konc¢ni vzorec obsegal 75 udelezencev: probioti¢ne kapsule je jemalo 40, kapsule s
placebom pa 35 udelezencev. Strukturo vzorca po spolu in starosti prikazuje slika 7.

Slika 7

Struktura udeleZencev po spolu in starosti

Spol Placebo Probiotik Celoten vzorec

Zenska 22 [ 63%| 26 [N 65% | 48 N 64%
mosKki 13 37%| 14 35%| 27 N 36%
Starost Placebo Probiotik Celoten vzorec

18-25 let 20 6% 21 5%| 40 5%
25-35 let 14 N 40%| 16 N 40%| 30 40%
35-45 let 10 N 29%| 9 Il 23%| 19 Il 25%
45-55 let s m 23%| 9l 23%| 17 B8 23%
55-65 let 11 3% 30 8% 4l 5%

1]

65-75 let 0 0% 3%| 1| 1%
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2.2 PRIPOMOCKI
2.2.1 Vprasalniki

UdeleZenci so izpolnili demografski vprasalnik (informacije o spolu, starosti, izobrazbi,
regiji, prehranjevalnih navadah, uzivanju zdravil ali prehranskih dodatkov), Splo$ni
vprasalnik 1 (informacije o prehranskih dodatkih, zdravstvenem stanju in telesni aktivnosti),
VpraSalnik depresije, anksioznosti in stresa — DASS-21 (Depression Anxiety Stress Scale)
(Lovinbond in Lovinbond, 1995) in Splosni vprasalnik 2 (kratko poro€anje o morebitnih
tezavah in zaznanih spremembah v povezavi z raziskovalnim protokolom). Ob jemanju
kapsul so izpolnjevali evidencno tabelo, kamor so zapisovali ¢as odvzema vzorcev sline, ¢e

so vzeli kapsulo in ¢e se je v tem dnevu zgodil kaksSen poseben dogodek (Priloga D).
2.2.2 Pripomocki za merjenje koncentracije kortizola v slini

Raziskovalni institut InnoRenew CoE (Izola, Slovenija) nam je podaril zbiralnike sline iz
podjetja Sarstedt AG &Co. KG (Niimbrecht, Nemcija), za odvzem vzorcev sline, in tudi
omogocil hrambo vzorcev ter meritev kortizola v slini. Salivete® Cortisol (Art. §t.
51.1534.500), oblikovane za detekcijo kortizola iz sline, so sestavljene iz modrega pokrova,
bombazne gaze z dobro absorbcijo in posodice, ki ujame slino. Zbiralniki sline so oblikovani
tako, da lahko kortizol zaznajo Ze pri majhnem vzorcu sline (povprecen volumen sline za
odrasle osebe je okoli 1.1ml) (Sarstedt, 2020).

Za analizo vzorcev smo uporabili napravo IDS-iSYS (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Nemcija), in vitro diagnosti¢no napravo, ki je namenjena kvantitativni zaznavi kortizola v
Cloveski slini. Za analizo naprava IDS-iSYS uporablja: kalibratorje (fosfatni pufer z ribjo
zelatino in natrijevim azidom), magnetne delce, prevlecene s streptavidinom (shranjene v
pufru z natrijevim azidom), biotiniliran kortizolni sledilnik (v fosfatnem pufru) in misja

monoklonska protitelesa, oznacena z derivatom akrinidijevega estra (v tris bazi¢nem pufru).
2.2.3 Probiotiki WAYA in placebo kapsule

Probioti¢ne in placebo kapsule je doniralo podjetje Medis d.o.o (Ljubljana, Slovenija), ki je
neodvisno podjetje za trzeje farmacevtike v srednji in vzhodni Evropi. Probiotiki WAYA®
vsebujejo probioti¢ni sev Lactobacillus rhamnosus GG. Sev je med najbolj preizkuSenimi
probioti¢nimi sevi in ne vsebuje alergenov. S stalno kontrolo kakovosti in visoko tehnologijo
proizvodnje se zagotavlja primerna koncentracija, Zivost in aktivnost kulture v probioti¢nih
izdelkih. Probiotiki WAYA® vsebujejo 100 % mikroenkapsulirani probioti¢ni sev L.
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rhamnosus GG. Placebo kapsule so vsebovale popolnoma enake sestavine kot probioticne
kapsule, z izjemo probioti¢ne kulture.

2.3 POSTOPEK

2.3.1 Protokol raziskave

Vsi zainteresirani za sodelovanje so prejeli broSuro s podrobnejSimi informacijami o
raziskavi (prostovoljno sodelovanje brez placila, anonimnost, varovanje osebnih podatkov,
mozen odstop od sodelovanja v raziskavi kadarkoli, posredovanje izmerjenih vrednosti po
koncu raziskave) (Priloga C). Udelezenci, ki so se odlocili za sodelovanje v raziskavi, so
podpisali obvesceno soglasje (Priloga B). Na treh lokacijah (Ljubljana, Kranj in Koper) smo
osebno razdelili pakete s potrebnimi pripomocki za izvedbo Studije. Vsak udelezenec je
prejel dve zaprti kuverti s Sestimi oznacenimi zbiralniki sline, navodila za odvzem sline,
preglednico, kamor so zapisovali ure odvzema sline in posebne dogodke, ter kuverto s 26
kapsulami placeba ali probiotikov WAYA. 1z prejetih kapsul ni bilo razvidno, ali gre za
placebo ali probioticno kapsulo. Preko elektronske poste so udelezenci prejeli podrobna
navodila z opisom postopkov in protokolov reSevanja vpraSalnikov, odvzema vzorcev sline
in jemanja kapsul. Vse osebne podatke smo anonimizirali v skladu z zakonom o varstvu
osebnih podatkov in udelezencem dodelili kode, da smo lahko izvedli dvojno slepo Studijo.
Anominizirani podatki o udelezencih so bili hranjeni v posebni tabeli, do katere je imela
dostop samo avtorica magistrske naloge.

Vsi udelezenci so sledili enakemu protokolu. V prvem tednu eksperimenta so vsi udelezenci
na elektronsko posto prvi¢ prejeli vprasalnik DASS-21, demografski vprasalnik in Splo$ni
vprasalnik 1, ki so jih morali izpolniti pred/ob odvzemu vzorcev sline. Tri zaporedne dni
(nedelja, ponedeljek in torek) so udelezenci odvzeli dva vzorca sline dnevno, okvirno med
16. in 19. uro, in jih shranili v hladilniku ali zmrzovalniku. UdeleZenci so bili seznanjeni, da
vsaj pol ure pred odvzemom sline ne jedo, pijejo ali kadijo, zbiralnike s slino pa takoj
shranijo v hladilnik ali zamrzovalnik. Sledilo je 26 dni jemanja ene kapsule probiotika
WAYA ali placebo kapsule na dan, ob enakem ¢asu v dnevu. V prilozeni evidencni tabeli
(Priloga D) so belezili, ¢e so kapsulo vzeli in kdaj, ter ¢e so bili v tistem dnevu izpostavljeni
intenzivnejSem stresu kot obicajno oziroma so bili pri¢a posebnim dogodkom (prometna
nesreca, bolezen, praznovanje, intenziva fizicna aktivnost ipd.). Po zakljuceni kuri s
probiotikom WAYA ali placebom so udeleZzenci ponovno odvzeli vzorce sline na tri
zaporedne dni (nedelja, ponedeljek in torek), po dva vzorca na dan, okvirno med 16. in 19.
uro. V zadnjem tednu so ponovno izpolnili vprasalnik DASS-21 in Splo$ni vpraSalnik 2, ki
sta bila poslana preko elektronske poste.
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Po kon¢anem zajemu podatkov smo pakete z zbiralniki sline in izpolnjenimi preglednicami
zbrali na treh lokacijah (Ljubljana, Kranj in Koper) in jih prenesli v zamrzovalnik (-18°C) v
laboratoriju v Kopru (prostori InnoRenew). Udelezencem smo bili za dodatna vprasanja ves
Cas raziskave na voljo preko elektronske poste in telefona.

Slika 8

Postopek pridobivanja podatkov

Probioti¢na/placebo
kura
* Demografski vpraSalnik ¢ 26 dni, 1 kapsula/dan * Odvzem vzorcev sline
* DASS-21 + evidenéna tabela (3 dni, 2/dan)
+ Splosni vprasalnik 1 (Priloga D) » DASS-21
* Odvzem vzorcev sline * Splo$ni vprasalnik 2

(3 dni, 2/dan)

2.3.2 Vprasalniki

2.3.2.1 Demografski vpraSalnik

Udelezenci so izpolnili demografski vprasalnik, ki zajema 14 splo$nih vpraSanj, ki se
navezujejo na nacin zivljenja in prehranjevanja. Pri vpraSalniku smo zajeli podatke o (1)
spolu, (2) dodeljeni kodi (Nxxx), (3) starosti, (4) izvorni regiji, (5) statusu, (6) zadnji
dokoncani Soli, (7) poklicu, (8) alergijah ali intolerancah na hrano/pijaco ali zdravila, (9)
prisotnosti nevroloskih, psihiatri¢nih, gastrointestinalnih ali endokrinih motenj, (10) jemanju
zdravil v obdobju zadnjih 3 mesecev, (11) uzivanju prebioti¢ih ali probioticnih hranil,
simbiotikov, fermentiranih zivil ali drugih prehranskih dodatkov, (12) nacinu
prehranjevanja, (13) tedenski aktivnosti ter (14) Sportih, s katerimi se ukvarjajo.

2.3.2.2 Splosni vprasalnik 1

Vprasalnik 1 so udelezZenci izpolnjevali v tednu pred jemanjem kapsul probiotika ali placeba.
Zajema sedem vpraSanj, ki udelezenca sprasujejo o (1) dodeljeni kodi, (2) datumu
izpolnjevanja, (3) ali je kadilec/ka oziroma oralno uporablja tobak, (4) Zenske smo vprasali,
¢e jemljejo kakrSnokoli obliko kontracepcije, (5) se udelezenci posluzujejo kakSnih
sprostitvenih tehnik (joga, meditacija, avtogeni trening ipd.), (6) ali uzivajo kavo, zeleni/¢rni
¢aj ali energijske pijace in (7) v kaks$ni koli¢ini.
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2.3.2.3 Vprasalnik depresije, anksioznosti in stresa (DASS-21)

Vprasalnik je sestavljen iz 21 postavk, ki merijo simptome depresije, anksioznosti in stresa
in je bil pridobljen preko UP FAMNIT, ki ima dovoljenje za njegovo uporabo. Vsaka izmed
treh lestvic je sestavljena iz sedmih simptomov, kjer udelezenci oznacijo resnost simptomov
na Stiristopenjski lestvici (ocenjujejo simptome v zadnjem tednu). Lestvica stresa meri
nespecificne drazljaje, kot so tezave pri spros€anju, zivénost, hitra razdrazljivost oziroma
odziv na stresorje in nepotrpezljivost. Lestvica anksioznosti meri avtonomno vzburjenost,
ucinek skeletnih miSic, situacijsko anksioznost in subjektivno izkusnjo anksioznega efekta.
Lestvica depresije pa meri disforijo, brezup, razvrednotenje zivljenja, samopodcenjevanje,
pomanjkanje zanimanja oziroma vpletenosti, anhedonijo in nedejavnost (Corcoran in
Fischer, 2013).

Udelezenci lahko na postavke odgovorijo s Stirimi odgovori na Stiristopenjski lestvici, in
sicer: 0 — nikakor/nikoli ne velja zame, 1 — velja zame do dolo¢ene mere ali nekaj Casa, 2 —
velja zame v veliki meri ali znaten del ¢asa, in 3 — zelo velja zame ali vecino Casa. Namen
vprasalnika je oceniti resnost simptomov (blaga, zmerna, resna ali zelo resna stopnja) in ni

namenjen postavljanju diagnoze.
2.3.2.4 Splosni vprasalnik 2

UdeleZenci so vpraSalnik 2 izpolnjevali, ko so zakljucili s probioticno ali placebo kuro.
Sestavlja ga 11 vprasanj. V tem vprasalniku so navedli (1) dodeljeno kodo, (2) datum
izpolnjevanja, (3) ali so imeli v ¢asu raziskave kakSne tezave, oceno pocutja pred (4) in po
(5) raziskavi, oceno zaznavanja stresa pred (6) in po (7) raziskavi, (8) ali so mnenja, da so
jemali probioti¢ne ali placebo kapsule in (9) zakaj tako menijo, (10) ali so opazili kaksne
spremembe (npr. spremembe prebave, apetita, spremembe v stopnji energije) ter (11) ali
menijo, da je jemanje kapsul pripomoglo k manj stresa.

2.3.3 Odvzem in shranjevanje vzorcev

Vzorce sline smo zbirali s pomo&jo zbiralnikov sline Salivette® Cortisol, ki so namenjene
zbiranju vzorcev sline. Udelezenci so prejeli navodila za odvzem vzorca sline z zbiralniki,
predpisana s strani proizvajalca (prikaz na sliki 9). Zbiralniki sline so bili oznaceni z
nalepkami s kodo udeleZenca raziskave.

UdeleZenec vsaj 30 minut pred odvzemom vzorca sline ni smel ni€ jesti, piti, kaditi ali si
umivati zob. Zbiralnik sline je odprl in iz njega potegnil bombazno blazino, ki jo je vstavil
v usta tako, da se je s prsti ¢im manj dotikal blazinice. Le-to je imel v ustih vsaj 1 minuto,
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da se je dobro napojila, potem pa jo je vrnil v zbiralnik in ga dobro zaprl. Ko je odvzel
vzorec, je zabelezil Cas odvzema na zbiralnik ali na prilozeno evidencno tabelo. Zbiralnik je
pospravil v hladilnik ali zamrzovalnik, kjer so bili shranjeni vse do oddaje raziskovalcem, ki
so jih odnesli v laboratorij, kjer so vse zbiralnike zamrznili na -18 stopinj Celzija.

Slika 9

Potek odvzema vzorcev sline z zbiralnikom sline Salivette® Cortisol (povzeto po Sarstedt,
2020)

2.3.4 Priprava vzorcev in meritev koncentracije kortizola

Preden smo vzorce centrifugirali, smo jih vzeli iz zamrzovalnika, da so bili vsi zbiralniki
sline na sobni temperaturi. Centrifugirali smo jih 5 min na 4000 RPM (Hettich Centrifuge
Universal 320 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Nemcija). Iz vsakega
zbiralnika smo nato odstranili bombazno blazinico in ga vstavili v napravo IDS-i1SYS, ki z
avtomatiziranim postopkom izracuna koncentracijo kortizola v slini. Uporabljena je bila
metoda CLIA (IDS Ltd., 2021). Naprava meri kortizol na osnovi imunoloskega preizkusa, s
pomocjo kemiluminiscence (tj. sprosc¢anje svetlobe kot posledice kemicne reakcije med
dolo¢enimi molekulami). MeSanico priblizno 200 puL vzorca sline in kalibratorjev je naprava
inkubirala z biotiniliranim oznacevalcem kortizola in z mis§jimi monoklonskimi protitelesi
proti kortizolu, konjugiranimi z akridinijem (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Nemcija).
Po prvi inkubaciji so bile dodane magnetne kroglice, oznacene s streptavidinom, sledila je
druga inkubacija. Skozi postopek izpiranja se je odstranil analit, ki se ni vezal na magnetne
kroglice. Ko je bil dodan sprozilni reagent, se je zaradi interakcije z akridinijem sprostila
svetloba. Detektirana svetloba je obratno sorazmerna s koncentracijo analita v prvotnem
vzorcu (Sarstedt, 2020).
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Slika 10

IDS-iSYS (Sarstedt), naprava za merjenje kortizola v slini (povzeto po Sarstedt, 2020)

2.3.5 Kakovost vzorcev sline

Vzorci sline so bili zbrani za namene meritve ravni kortizola v sklopu raziskovalnega dela
za magistrsko nalogo: Preverjanje vpliva dodajanja probiotika (Lactobacillus rhamnosus
GG) na raven stresa.

Vsak od 75 udelezencev je oddal 12 vzorcev sline. Prvih Sest vzorcev so oddali v dnevih od
6. do 8. 10. 2019, pred jemanjem probiotika ali placeba, vsak dan po dva vzorca, med 16. in
19. uro. Drugih Sest vzorcev so oddali po koncu jemanja probiotika ali placeba, v tednu od
3.do 5. 11. 2019, prav tako vsak dan dva vzorca, med 16. in 19. uro. UdeleZenci so jemali
vzorce sline v skladu z navodili proizvajalca, opisanimi tudi v razdelku 2.3.3. Vseh vzorcev
sline nismo testirali, saj so bili nekateri neprimerni (premajhna vsebnost sline, kontaminacija
vsebine, odvzeti ob napa¢nem Casu ipd.). Skupaj je bilo zbranih 900 vzorcev sline, od katerih
92 ni bilo primernih za analizo. Popolnost zbranih podatkov o kortizolu prikazuje slika 11,
iz katere je razvidno, zakaj je bilo 6 oseb izloCenih iz analize podatkov (glej tudi razdelka
2.11in 2.3.6).

2.3.6 Statisti¢na analiza

Podatke smo zbirali in urejali z elektronsko preglednico Microsoft® Office Excel 2016
(Microsoft Corp., Redmond, ZDA) in analizirali s statistiécnim programskim paketom IBM
SPSS Statistics 25 (IBM Corp., Armonk, ZDA). Za vse spremenljivke smo izdelali
frekvenéne porazdelitve in izraCunali opisne statistike. Zaradi nepopolnih podatkov o
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vrednostih kortizola in DASS-21 smo udelezencem raziskave dolocCili utez glede na

popolnost podatkov (legenda k sliki 11):

e pri 16 udelezencih smo pridobili vse podatke (utez 1),

e pri 42 udelezZencih so podatki o nekaterih meritvah kortizola manjkali (utez 0,75).

e pri 7 udelezencih smo lahko uporabili samo nepopolne podatke o kortizolu, ker so
manjkali odgovori na vprasalnik DASS-21 (utez 0,5);

e pri 10 udelezencih smo lahko uporabili samo podatke o DASS-21, ker je bilo premalo
primernih vzorcev za merjenje kortizola ali jih sploh ni bilo (utez 0,5).

Najprej smo razlike v srednjih vrednostih kortizola med meritvami ob razli¢nih Casih na
zacCetku Studije analizirali z enosmerno analizo variance (ANOVA) za ponovljene meritve.
Ce je Mauchlyjev test pokazal statisti¢no zna&ilno odstopanje od predpostavke o sferi¢nosti,
smo upostevali popravek Greenhouse-Geisser. Na podlagi te analize in vzorcev manjkajocih
vrednosti (slika 11) smo raven kortizola (tako pred kot po jemanju probiotika oziroma
placeba) povzeli s tremi merami:

e srednjo vrednostjo povprecja popoldanskih meritev in povpre€ja veCernih meritev
(»kortizol povprecje«; €e bi preprosto povprecili vse meritve, bi bili rezultati pri
udelezencih z ve¢jim Stevilom popoldanskih meritev kot vecernih pristranski v smislu
previsokih vrednosti, pri udeleZzencih z ve¢jim Stevilom vefernih meritev kot
popoldanskih pa v smislu prenizkih vrednosti);

e minimumom vecernih meritev (»kortizol minimum«) in

e maksimumom popoldanskih meritev (»kortizol maksimum).

Na ta nacin je izvedeno mero »povpre¢je« dobil vsak udelezenec, ki je imel vsaj eno

popoldansko in vsaj eno vecerno meritev; mero »minimum« vsak, ki je imel vsaj eno vecerno

meritev, in »maksimum« vsak, ki je imel vsaj eno popoldansko meritev.

Glavno hipotezo raziskave smo preverjali z enosmerno analizo kovariance (ANCOVA) za
neponovljene meritve, pri kateri je bila medosebni dejavnik skupina (probiotik oz. placebo),
odvisna spremenljivka mera izida na koncu Studije (tj. po jemanju kapsul), kovariata pa mera
izida na zacetku Studije (tj. pred jemanjem kapsul). Izidov je bilo Sest: vse tri izvedene mere
kortizola in dosezki na vseh treh lestvicah vprasalnika DASS-21. Analize kovariance smo
izvedli z utezenimi podatki. V vsakem modelu smo ustreznost predpostavke o homogenosti

med skupinama preizkusili z Levenovim testom.

Za oceno morebitne medsebojne povezanosti razlicnih izidov smo za mere kortizola,
dosezke na DASS-21 in subjektivni oceni blagostanja in stresa (v okviru vpraSalnika)
izracunali razliko med vrednostjo na koncu in vrednostjo na zacetku Studije ter ocenili
medsebojne korelacije teh razlik (s Pearsonovim in Spearmanovim koeficientom). Za

subjektivni oceni blagostanja in stresa (ki kot opisni urejenostni spremenljivki nista primerni
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za analizo kovariance) smo morebitni ucinek skupine (tj. probiotikov v primerjavi s
placebom) preizkusili s testom ¢ za neodvisna vzorca za izracunano razliko med koncem in
zaCetkom Studije. Te analize smo izvedli brez utezevanja podatkov.

Na enak nacin (tj. s testom ¢ za izraCunane razlike brez uteZevanja podatkov) smo primerjali
vse izide in subjektivni oceni glede na mnenje udeleZencev, ali so prejemali probiotike ali
placebo (za te primerjave analiza kovariance ne bi bila ustrezna, saj tako definirana skupina
ni randomiziran dejavnik). Medsedbojno povezanost opisnih spremenljivk smo preizkusili s
Fisherjevim eksaktnim testom (FET). Mejo statisticne znacilnosti smo pri vseh analizah

postavili pri p = 0,05.

Slika 11

Prikaz manjkajocih podatkov, izloc¢anja udelezencev in utezevanja podatkov
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2.3.7 Morebitno nasprotje interesov

Raziskava je bila izvedena neodvisno. Podjetje Medis (Ljubljana, Slovenija) ni sodelovalo
pri meritvah ali katerem koli drugem postopku. Podjetje InnoRenew CoE (Izola, Slovenija)
nam je podarilo zbiralnike sline podjetja Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, Nemcija) in

ni imelo nobenega vpliva na rezultate raziskave.
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3 REZULTATI

3.1 VREDNOSTI KORTIZOLA

Opisne statistike za izmerjene vrednosti kortizola ob razli¢nih Casih na zafetku Studije za
izvirne (neutezene) in uteZzene podatke za udeleZence, pri katerih je bilo mogoce dolociti
koncentracijo kortizola v vseh Sestih vzorcih sline, prikazuje slika 12. Povprecne vrednosti
so se med Casi statisti¢no znacilno razlikovale (ANOVA s popravkom Greenhouse-Geisser:
p = 0,003 za neutezene podatke in p = 0,012 za utezene podatke). Potrdilo se je predvideno
dnevno nihanje (Aardal in Holm, 1995; Coelli idr., 2016, Hansen idr., 2003; Laudat idr.,
1988 in Vogeser idr., 2006) z vi§jimi vrednostmi popoldan in nizjimi zvecer, zaradi ¢esar so
smiselne izvedene mere kortizola, opisane v razdelku 2.3.6. Enak vzorec dnevnega nihanja
potrjujejo tudi opisne statistike za vse udelezence (ne glede na Stevilo razpolozljivih
meritev), zbrane v tabeli 2.

Slika 12

Povprecne vrednosti kortizola (s 95% intervalom zaupanja) pred jemanjem kapsul za
udelezence z vsemi meritvami kortizola za neuteZene (levo; N=36) in uteZene podatke
(desno; N=29) (debela vodoravna crta oznacuje skupno povprecje)

neutezeni podatki utezeni podatki

0,25 0,25

Kortizol (ug/dl)
Kortizol (ug/dl)

1. dan 1. dan 2. dan 2. dan 3. dan 3. dan ' 1. dan 1. dan 2. dan 2. dan 3. dan 3. dan
popoldan zveéer popoldan zveéer popoldan zvecer popoldan zveéer popoldan zveéer popoldan zvecer

Tabela 2

Opisne statistike za meritve kortizola pred in po jemanju kapsul za vse udelezence z
razpoloZljivimi podatki za posamezno meritev

Pred jemanjem kapsul Po jemanju kapsul
Kortizol (pg/dl) N Mediana Interkvartilni razmik N Mediana Interkvartilni razmik
1. dan popoldan 48 0,093 0,146 - 0,228 48 0,107 0,154 - 0,199
1. dan zvecer 45 0,069 0,130 - 0,175 45 0,063 0,102 - 0,180
2.dan popoldan 51 0,095 0,175-0,239 51 0,099 0,153 - 0,207
2. dan zvecer 46 0,071 0,099 - 0,190 46 0,060 0,118 -0,197
3.dan popoldan 47 0,092 0,148 - 0,192 47 0,083 0,152 - 0,254

3. dan zvecer 46 0,069 0,104 - 0,133 46 0,067 0,112 -0,190
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V tabeli 3 so zbrane opisne statistike izvedenih mer kortizola za uteZene podatke
udelezencev pred in po jemanju probioti¢nih ali placebo kapsul. O¢itno je, da se z vidika
celotnega vzorca vrednosti kortizola na zacetku Studije ne razlikujejo bistveno od vrednosti

ob koncu Studije.

Tabela 3

Opisne statistike izvedenih mer kortizola pred in po jemanju kapsul za utezene podatke

x . " . Interkvartilni
Cas Kortizol (ng/dl)* N Povprecje SD Mediana cazmik
Pred Povprecje (ng/dl) 53 0,156 0,078 0,141 0,101 - 0,203
Minimum (pg/dl) 55 0,098 0,062 0,085 0,053 -0,126
Maksimum (pg/dl) 54 0,239 0,123 0,222 0,146 - 0,315
Potem  Povprecje (ng/dl) 50 0,187 0,140 0,150 0,111-0,197
Minimum (pg/dl) 50 0,138 0,177 0,087 0,048 - 0,157
Maksimum (pg/dl) 53 0,273 0,245 0,199 0,149 - 0,338

Opombe. *povprecje — srednja vrednost povprecja popoldanskih in povprecja vecernih vrednosti; min —
minimum vecernih vrednosti; max — maximum popoldanskih vrednosti; SD — standardni odklon.

3.2 UCINEK PLACEBA ALI PROBIOTIKA

V tabeli 4 so povzeti rezultati analize kovariance za izvedene mere kortizola in dosezke na
vprasalniku DASS-21. Rezultati Levenovega testa kazejo, da je bila v vseh modelih
izpolnjena predpostavka o homogenosti varianc med skupinama. Skupina ni imela
statisti¢no znacilnega ucinka na nobenega od izidov (vse vrednosti p so nad 0,5). UCinka
jemanja probiotikov na raven kortizola ali na dosezke na vprasalniku DASS-21 torej nismo
potrdili. To je razvidno tudi iz slik 13 in 14, ki prikazujeta, da ob koncu Studije niti glede
povprecnega dosezka na lestvicah vprasalnika DASS-21 ni bilo statisticno znacilnih razlik
med skupino, ki je jemala probiotik, in skupino, ki je jemala placebo.

Po pri¢akovanju je bil prakticno pri vseh izidih statistiéno znacilen uinek kovariate ().
vrednosti na zacetku Studije), kar pomeni, da so udeleZenci, ki so v primerjavi z drugimi
imeli vi§je (oz. nizje) vrednosti izidov na zacetku Studije, imeli v povprecju visje (0z. nizje)

vrednosti tudi na koncu Studije.
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Tabela 4

Povzetek enosmernih analiz kovariance za ugotavljanje ucinka probiotikov oziroma
placeba na raven kortizola v slini in dosezke na vprasalniku DASS-21

Izid Levenov test® Ucinek skupine** Uc¢inek kovariate®**
Kortizol Povprecje 0,486 0,967 <0,001

Min 0,482 0,519 0,093

Max 0,697 0,859 0,031
DASS-21 Depresivnost 0,549 0,950 0,056

Anksioznost 0,643 0,728 <0,001

Stres 0,226 0,918 <0,001

Opombe. * test enakosti variance napake med skupinami; ** primerjava med probiotiki in placebom;
*** ucinek zaCetne vrednosti izida.

Slika 13

Ocene robnih povprecij (s 95% intervalom zaupanja) po jemanju probioticnih ali placebo
kapsul za izvedene mere kortizola
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Slika 14

Ocene robnih povprecij (95% interval zaupanja) po jemanju probioticnih ali placebo

kapsul za lestvice vprasalnika DASS-21

DASS-21 - Anksioznost

DASS-21 - Depresivnost
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3.3 SUBJEKTIVNO ZAZNANE SPREMEMBE PO JEMANJU KAPSUL

Tabela 5 in slika 15 povzemata zaznane spremembe (tj. morebitne spremembe prebave,
apetita, ravni energije ipd.) in oceno ucinka kapsul na stres (»Ali menite, da so kapsule
pripomogle k zmanjSanju stresa?«) pri obeh skupinah udelezencev. En udelezenec (iz

skupine s placebom) na ti vprasanji ni odgovarjal.

Glede zaznanih sprememb je bila razlika statisticno znacilna (FET: p = 0,039), in sicer je
spremembe zaznalo 59 % udeleZencev, ki so jemali probiotik, med udelezenci, ki so jemali
placebo, pa le 34 %. Glede zaznanega ucinka kapsul na stres med skupinama ni bilo
statisticno znacilne razlike (FET: p =1,000), saj je v obeh skupinah 26 % udeleZencev

menilo, da so kapsule pripomogle k zmanjSanju stresa.
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Tabela 5

Zaznane spremembe in mnenje o zmanjsanju stresa po jemanju probioticne ali placebo
kapsule

Skupina Zaznane spremembe ZmanjSan stres

up Ne Da Ne Da

Placebo 23 12 26 0
(66%) (34%) (74%) (26%)

_ 16 23 29 10
Probiotik 4100 (509 (T4%)  (26%)

Skupai 39 35 55 19
P4 (53%)  (47%) (74%) (26%)

Slika 15

Delez zaznanih sprememb in mnenja o zmanjsanju stresa po jemanju probioticne ali

placebo kapsule
100% Zaznane 100% Zmanj$an
spremembe stres
ne ne
80% Mda 80% Mda

60%
40%

) -_-

0%
placebo probiotik placebo probiotik

Delez udelezencev
Delez udelezencev

Skupina Skupina

Pred nadaljnjimi analizami smo preverili, ali je bilo mnenje udelezencev o tem, v kateri
skupini so bili, povezano z dejansko skupino, torej ali je raziskava ostala »slepa« z vidika
udelezencev. Med dejansko in zaznano skupino ni bilo povezave: v skupini s probiotikom je
49 % udelezencev menilo, da so prejemali probiotik, in 51 %, da so prejemali placebo, v
skupini s placebom pa 51 %, da so prejemali probiotik, in 49 %, da so prejemali placebo
(FET: p =1,000). Ker sta bili dejanska in zaznana pripadnost skupini medsebojno neodvisni,
smo v nadaljevanju analizirali mnenje o pripadnosti skupini kot dejavnik, ki bi lahko vplival
na izide.

Tabela 6 in slika 16 povzemata zaznane spremembe (tj. morebitne spremembe prebave,
apetita, ravni energije ipd.) in oceno ucinka kapsul na stres glede na mnenje udelezenca, v

kateri skupini se je nahajal (tj. ali je prejemal probiotik ali placebo).

Glede obeh vprasanj je bila razlika statisticno znacilna (FET: p = 0,001). Spremembe je
zaznalo kar 68 % udelezencev, ki so menili, da so jemali probiotik, med udelezenci, ki so
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menili, da so jemali placebo, pa le 27 %. Mnenja, da je jemanje kapsul zmanjsalo stres, je
bilo 48 % udelezencev, ki so verjeli, da so jemali probiotik, in le 8 % udelezencev, ki so
verjeli, da so jemali placebo. Ti rezultati jasno kazejo, da je na subjektivno zaznane
spremembe po jemanju kapsul vplivalo prepri¢anje udelezenca o tem, ali je jemal probiotik

ali placebo.

Tabela 6

Zaznane spremembe in mnenje o zmanjsanju stresa glede na mnenje udelezZenca, v kateri
skupini je bil

Mnenje, da  Zaznane spremembe ZmanjSan stres
je v skupini Ne Da Ne Da
Placebo 27 10 34 3
(73%) (27%) (92%) (8%)
L 12 25 21 16
P k
robioti (32%)  (68%) (57%)  (43%)
Slika 16
Delez zaznanih sprememb in mnenja o zmanjsanju stresa glede na mnenje udelezenca, v
kateri skupini je bil
100% Zaznane 100% Zmanj$an
spremembe stres
80% Iz: 80% lz:

60%

Stevilo udelezencev
Delez udelezencev

probiotik placebo 0 probiotik placebo

Mnenje udelezenca, v kateri skupini je Mnenje udelezenca, v kateri skupini je

3.4 OCENE BLAGOSTANJA IN STRESA PRED IN PO JEMANJU KAPSUL

Udelezenci so podali tudi oceno svojega blagostanja in zaznane ravni stresa pred in po
jemanju kapsul (oboje na lestvici od 1 do 5). Vi$ja ocena je pomenila vecje blagostanje oz.

vec]i stres.

Tabela 7 povzema povezanost razlik v teh ocenah po jemanju kapsul v primerjavi z ocenami
pred jemanjem kapsul z istovrstnimi razlikami v ocenah na lestvicah DASS-21 in izvedenih
merah kortizola. Po pri¢akovanju so spremembe blagostanja negativno korelirane (tj.
obratno sorazmerne) s spremembami stresa (porast blagostanja je povezana z upadom stresa
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in obratno). PriCakovane so tudi pozitivne medsebojne korelacije razlik na lestvicah DASS-
21, hkrati pa razlike v dosezkih na lestvicah DASS-21 niso povezane z razlikami v merah
kortizola. Razlike v oceni blagostanja in stresa so povezane z razlikami v ocenah na lestvicah
DASS-21 v pri¢akovani smeri (poveCanje subjektivne ocene blagostanja je povezano z
zmanjSanjem dosezka na lestvici stresa DASS-21 itd.), le razlika v subjektivni oceni stresa
ni povezana z razliko v doseZku na lestvici anksioznosti DASS-21. Razlike v vrednostih
kortizola niso povezane niti z razlikami v subjektivnih ocenah niti z razlikami v doseZkih na
lestvicah DASS-21, so pa razlike v merah kortizola medsebojno pozitivno povezane.

Tabela 7

Korelacije razlik med vrednostmi pred in po jemanju kapsul za oceno stresa in
blagostanja, lestvice DASS-21 in izvedene mere kortizola (Pearsonov r in Spearmanov ro;
utezeni podatki)

Ocena DASS-21: DASS-21: DASS-21: Kortizol: Kortizol: Kortizol:

stresa  Depresija  Anksiozn. Stres povpredje  minimum  maksimum
Ocena r -0,63%**  .(,52%%%* -0,30* -0,34* -0,12 -0,11 0,09
blagostanja ro -0,50%**  .0,56%** -0,31%* -0,39* 0,17 0,10 0,09
Ocena r 0,53%*** 0,16 0,28%* -0,05 0,06 -0,06
stresa ro 0,43%** 0,10 0,25% 0,00 -0,05 0,01
DASS-21: r 0,38%* 0,63*** -0,10 -0,05 -0,14
Depresija ro 0,38%* 0,62%*%* 0,02 -0,05 -0,04
DASS-21: r 0,65%** -0,19 -0,01 -0,11
Anksioznost  ro 0,48%** -0,24 -0,11 -0,14
DASS-21: r -0,21 -0,08 -0,09
Stres ro -0,13 0,82 0,02
Kortizol: r 0,82%** 0,71%*%*
povprecje 1o 0,72%** 0,81%**
Kortizol: r 0,28*
minimum ro 0,42%*

Opombe. * 0,01 <p <0,05, ** 0,001 <p <0,01, *** p<0,001.

Tabela 8 prikazuje primerjavo skupine, ki je uzivala probiotike, s skupino, ki je uzivala
placebo, glede razlike med subjektivno oceno blagostanja oziroma stresa po jemanju kapsul

in subjektivno oceno pred jemanjem kapsul. Razlika med skupinama ni statisti¢no znacilna.

Tabela 8

Primerjava skupin glede spremembe subjektivnih ocen po jemanju kapsul (neutezeni
podatki)

Razlika Skupina Povprecje SD p*

Ocena blagostanja placebo 0,28 0,78 0.085
probiotik -0,10 1,07 ’

Ocena stresa placebo 0,03 0,70 0.518
probiotik 0,18 1,23 ’

Opombe. * test t za neodvisna vzorca.



Kuhar D. Preverjanje vpliva dodajanja probiotika (Lactobacillus rhamnosus GG) na raven stresa.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2021 43

Tabela 9 prikazuje primerjavo razlik v izidih po jemanju kapsul med udeleZenci, ki so mentili,
da jemljejo probiotik, in udelezenci, ki so menili, da jemljejo placebo. Enako kot pri
morebitnem ucinku dejanske skupine (tabela 4, slika 14), se vrednosti kortizola in dosezki
na lestvicah DASS-21 niso statisti¢no znacilno razlikovali. Tudi glede razlike v oceni stresa
razlika ni statisticno znacilna (enako kot za dejansko skupino — tabela 8), sprememba
subjektivne ocene blagostanja pa se je statisticno znacilno razlikovala, pri Cemer se je
samoocena blagostanja pri udeleZencih, ki so menili, da so jemali probiotik, v povprecju
zviSala, pri udeleZencih, ki so menili, da so jemali placebo, pa v povprecju znizala.

Sklenemo lahko, da obstajajo razlike v subjektivnih samoocenah izida raziskave glede na
prepri¢anje udelezencev o tem, ali da so uzivali probiotike ali ne, razlik v objektivnih
pokazateljih pa nismo opazili niti glede na to, kaj so dejansko prejemali, niti glede na
prepric¢anje udelezencev o prejemani u¢inkovini.

Tabela 9
Primerjava spremembe izvedenih mer kortizola, dosezkov na lestvicah DASS-21 in

subjektivnih ocen blagostanja in stresa po jemanju kapsul glede na mnenje udeleZenca, v
kateri skupini se je nahajal (uteZeni podatki, razen pri sujektivnih ocenah)

Razlika Mnenje, da je v skupini  Povpreje SD  p*

Kortizol: povprecje p;l(; Eieogi)k 8:8(3)(6) 8: (l)éi 0,272
Kortizol: minimum pprgzi;gi)k 8:8;“5) gjzg 0,916
Kortizol: maksimum p;l(; lzleol;[i)k _%,(())5168 (O)fgg 0,291
DASS-21:depresivnost p;gzieogi)k '& 18; g:gg 0,243
DASS-21:anksioznost p;l(; E?S;k _3 ’14 01 é:gg 0,413
DASS-21: stres p;ﬁigg 013031 igg 0,219
Ocena blagostanja™* p;ﬁll:eol:;k -%,3158 8:22 0,014
Ocena stresa** p;{; lzieol;ci)k _(g)’ ’2065 }:8? 0,175

Opombe. * test t za neodvisna vzorca, ** neuteZeni podatki.
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4 RAZPRAVA

Namen nase Studije je bil preveriti, ¢e oziroma kako 26-dnevno jemanje probiotikov Waya®
(sev L. rhamnosus GG, ATCC 53103) vpliva na dozivljanje stresa pri zdravih posameznikih.
Predvidevali smo, da bodo udelezenci, ki so prejeli probiotik, kazali manjSo raven stresa (tj.
niZjo raven kortizola v slini in niZje vrednosti na DASS-21), medtem ko pri udeleZencih, ki
so prejeli placebo, tega ucinka ne bo zaznati oziroma bodo izmerjene spremembe manjse kot

pri eksperimentalni skupini.

Glede na pridobljene podatke nase hipoteze ne moremo potrditi, saj spremembe pred
zacetkom in po konc€ani suplementaciji s placebom ali probiotiki, v izmerjeni ravni kortizola
in vrednostih pri DASS-21 vpraSalniku niso statisticno znacilne (tabela 4, sliki 13 in 14),
oziroma pri udelezencih, ki so prejemali probiotik, vrednosti kortizola in vrednosti pri
DASS-21 vpraSalniku niso bile nizje, kot pri tistih udeleZencih, ki so prejemali placebo.

Opazili smo le statisticno znacilno razliko v subjektivno zaznanih spremembah (t.
morebitne spremembe prebave, apetita, ravni energije ipd.) pri udeleZencih, ki so prejeli
probiotike, v primerjavi s tistimi, ki so prejeli placebo (tabela 5 in slika 15). Kar 59%
udelezencev, ki so prejeli probiotik, je poroCalo o zaznanih spremembah v pocutju, pri
udelezencih, ki so jemli placebo, pa jih je spremembe zaznalo le 34%. Ucinek
suplementacije na zaznavanje stresa med placebo in probioti¢no skupino pa ni statisticno
znacilen (v obeh skupinah je 26% udeleZencev zaznalo razliko).

Hkrati se je izkazalo, da ima mnenje oziroma prepricanje udelezencev o tem, kaj jemljejo,
pomembno vlogo oziroma vpliv na subjektivo zaznavanje sprememb in na doZivljanje stresa
(tabela 6 in slika 16). Kar 68% udelezencev, ki so menili, da jemljejo probiotik, je zaznalo
spremembe (tj. morebitne spremembe prebave, apetita, ravni energije ipd.), medtem ko je
bil pri udelezencih, ki so menili, da jemljejo placebo, ta delez le 27%. Mnenja, da jemanje
probiotika zmanjsa stres, je bilo 48% udelezencev, ki so verjeli, da so jemali probiotik, in le
8% tistih, ki so verjeli, da jemljejo placebo. Tudi rezultati, zbrani v tabeli 9, so pokazali, da
se je samoocena blagostanja pri udelezencih, ki so menili, da so jemali probiotik, v povprecju

zviSala, pri udeleZencih, ki so menili, da so jemali placebo, pa zniZala.

Vse to o nakazuje na pomemben ucinek placeba, saj je udelezenec prepri¢an, da je
suplement, ki ga je zauzil, v bistvu u€inkovina, ki bo pozitivno vplivala na njegovo zdravje
in pocutje. Raziskave nakazujejo pomembno vlogo placeba na podro¢ju razli¢nih
psihiatri¢nih stanj, kot so depresija, tesnoba, odvisnost in shizofrenija (Pozgain, 1., PoZgain,
Z.1n Degmeci¢, 2014). Koristni in terapevtski u¢inke placeba, ki jih doZivijo udelezenci med
»zdravljenjem, so posledica odziva mozganov (preko ucenja, pricakovanja) na kontekst, v
katerem se izvaja zdravljenje. Ugotovitve v Studijah kazejo, da se zmanjSa aktivnost v
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predelih moZganov, ki so povezani z bole¢ino in negativnimi Custvi, poveca pa se aktivnost
v stranski in medialni prefrontalni skorji, ventralem striatumu in mozganskem deblu. Obstaja
tudi vec¢ fizioloSkh poti, preko katerih placebo vpliva na fizioloSke in vedenjske procese.
Raziskovanje placebo ucinka se je Sele dobro zacelo in boljSe razumevanje bi lahko prineslo
koristi za zdravje ljudi (Geuter, Koban in Wager, 2017; Wager in Atlas, 2015).

Ko smo pri spremembah blagostanja in zaznanem stresu primerjali rezultate pred in po
suplementaciji, smo ugotovili, da negativno korelirajo (tabela 7), kar pomeni, da vecje kot
je blagostanje, manjSe je zaznavanje stresa in obratno (Cohen, Gianaros in Manuck, 2016;
Zhang idr., 2020). Pri vprasalniku DASS-21 so korelacije razlik med lestvicami pozitivne,
ne moremo pa jih povezati z razlikami v merah kortizola. Razlike v oceni blagostanja in
zaznanega stresa pa so povezane z razlikami ocen na lestvicah pri DASS-21, z izjemo ocene
subjektivnega stresa, ki ni povezana z razliko v dosezku na lestvici anksioznosti. Prav tako
se ni se pokazala povezava med razlikami v vrednostih kortizola pred in po suplementaciji

ter subjektivnimi ocenami, niti z razlikami v ocenah pri vprasalniku DASS-21.

Na podlagi nasih rezultatov ne moremo potrditi vpliva probiotika na objektivno zaznavanje
stresa (tabela 4). Podobni rezultati so bili ugotovljeni tudi pri dvojno slepi, randomizirani
Studiji, katere namen je bil ugotoviti, ali lahko probiotiki zmanjSajo Skodljive ucinke
akutnega stresa na delovni spomin pri 58 zdravih udelezencih, ki so 28 dni jemali suplement
(probiotik ali placebo). Ugotovili so, da brez indukcije stresa probiotiki niso vplivali na
mozgane, vedenje ali na samoporocanje sprememb pri udelezencih. Vseeno pa je skupina,
ki je prejemala probiotik, pokazala poveCanje ucCinkovitosti delovnega spomina, kar
nakazuje na nevrokognitivne ucinke probiotikov (Papalini idr., 2018). Pregled razli¢nih
Studij je nakazal trend, da dodajanje probiotikov lahko zmanjsa stopnjo subjektivnega stresa
pri zdravih udelezencih in posledi¢no vpliva na anksioznost in depresijo, vendar so potrebne
bolj podrobne klini¢ne Studije, ki bi ponudile boljSe razumevanje delovanja specifi¢nih
sevov probiotikov in kako jih lahko uporabimo za lajSanje stresa (Zhang idr., 2020).

Pomembno je omeniti omejitve raziskave, ki bi posledicno lahko vplivale tudi na kon¢ni
1zzid. Vecjo konsistentnost, natancnost in bolj doseldno upostevanje navodil bi lahko
zagotovili, Ce bi bili udelezenci pri jemanju vzorcev sline pod nas§im nadzorom. Tako smo
morali nekatere izmed vzorcev sline izkljuciti iz nadaljnje analize, saj so bili odvzeti ob
napacnih urah, kontaminirani, ali pa v njih ni bilo dovolj sline. Prav tako bi bilo smiselno,
da bi udelezence spremljali skozi daljSe ¢asovno obdobje in pridobili od vsakega udelezenca
veC vzorcev sline — dnevno ali tekom obdobja (Zhang idr., 2020). Poleg tega so bili vsi
udelezenci prostovoljci in za sodelovanje niso bili placani, zato bi bila njihova motivacija
lahko manjsa, kot ¢e bi za udelezbo prejeli nagrado ali placilo. Potrebno je vzeti v obzir tudi
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to, da so bili udelezenci iz razli¢nih okolij in imajo razli¢ne navade, kar vse lahko vpliva na

rezultate.

Na podlagi naSe raziskave ne moremo trditi, da suplementacija pomembno spremeni
dozivljanje stresa. Kot ze omenjeno (razdelek 1.2.2) lahko k nihanju kortizola pripomore
ve¢ razli¢nih dejavnikov, kot so dieta, uzivanje zdravil, izmensko delo, telesna aktivnost,
koli¢ina in kakovost spanja, menstrualni cikel pri Zenskah ipd. (Hansen, Garde in Perrson,
2008), na katere v tej Studiji nismo imeli vpliva oziroma jih nismo nadzorovali. Pri
merjenju kortizola je pomembno opozoriti tudi na to, da ni dolocenih to¢nih vrednosti
kortizola v slini, ki bi se dale posplositi na celotno populacijo (Aardal in Holm, 1995;
Coelli idr., 2016; Hansen idr., 2003; Laudat idr., 1988 in Vogeser idr., 2006) in obstaja
samo doloc¢en trend nihanja kortizola v slini ¢ez dan (tabela 2). Posledi¢no je tezko v tako
kratem c¢asu in z majhnim vzorcem ugotoviti, ali je vzorec vrednosti kortizola pri

dolo¢enem udelezencu v mejah normale ali pa se nakazuje kaksen odklon.

Ne glede na omejitve na$i rezultati nakazujejo potencialno uporabo probiotika kot
prehransko dopolnilo za izboljSanje subjektivnega stanja, Studije, ki so jih izvedli drugi, pa
nakazujejo moznost, da z redno suplementacijo doloCenega seva ali ve¢ sevov lahko
blagodejno vplivamo na nevrokognitivne povezave v mozganih in poslediéno na nase
vedenje, pocutje in zdravje (Papalini idr., 2018; Sarkar, Lehto, Harty, Dinan, Cryan in
Burnet, 2016: Zhang idr., 2020). Probiotiki lahko pozitivno delujejo tudi na na§ imunski
sistem, zniZujejo nivo oksidativnega stresa ter zmanjSujejo prepustnost crevesne sluznice
(Corr in Gahan, 2009; Lebber, Vanderleyden in De Keersmaecker, 2010; Rao in Samak,
2013). Vse to so dobra izhodiS¢a za nadaljnje raziskovanje in poglabljanje znanja o teh
zanimivih organizmih, ki lahko ponudijo mnoge nove oblike terapij in zdravljenja stanj, ki
jih povezujemo s preveliko izpostavljenostjo stresorjem (npr. vnetne crevesne bolezni,

presnovne in dusevne motnje) (Smith in Vale, 2006; Kinlein in Karatsoreos, 2020).

Nekatere Studije kaZejo, da so potrjeni u€inki probiotikov na kognicijo in odpornost na stres
redki in si lahko tudi nasprotujejo. Raziskava, objavljena v ugledni znanstveni reviji, poroca
o razli¢nih odzivih posameznikov na vnos empiri¢nih probiotikov, kjer pri nekaterih ni
prislo do kolonizacije ¢revesne sluznice z zauZitimi probiotiki, prav tako so bile spremembe
Crevesnega transkriptoma razlicno izrazene (Zmora idr., 2018). Ta skupina znanstvenikov
je proucila tudi u€inek probiotikov po antibioti¢ni intervenciji (Suez idr., 2018). Izkazalo se
je, da je po koncu jemanja antibiotikov spontana rekolonizacija ¢revesja upocasnjena in
lahko celo nepopolna, ¢e se vklju¢i suplementacija s probiotiki. Po drugi strani pa se je
¢revesna mikrobiota obnovila v nekaj dneh, ¢e je bila izvedena avtologna transplantacija
fekalne mikrobiote. Se ve, noveje raziskave kaZejo na moZnost razvoja rezistence na
antibiotike preko prenosa genov probiotikov v gostiteljev genom, kar lahko zmanjSa

ucinkovitost antibioti¢nih intervencij in prispeva k ze tako problemati¢ni neodzivnosti
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populacije na Stevilna zdravila (Selvin, Maity, Sajayan in Kiran, 2020). Zaenkrat ni trdnih
medicinskih dokazov, ki bi podpirali pozitivne ucinke probiotikov na spoprijemanje s
stresom, prav tako tudi ni konsenza glede njihovih Skodljivih u¢inkov (Liu, 2017; Rieder,
Wisniewski, Alderman in Campbell, 2018; Zhang idr., 2020).

Raziskave, ki proucujejo vplive probiotikov, so si med seboj zelo razli¢ne in jih med seboj
tezko primerjamo. Razlikujejo se v samem raziskovalnem protokolu; vrsti probioti¢nega
izdelka; uporabi enega ali veC sevov bakterij; trajanju intervencije in koli¢ini vnosa
probiotikov; nacinu meritev in analize (z osredotoanjem na posamene vrste vzorcev in
parametre); v znacilnostih udeleZzencev (zdravi, bolni, spol, starost, aktivnost idr.); tega, ali
je Studija slepa, vkljucuje placebo oziroma kontrolno skupino; kateri bioloski vzorci so
analizirani; in konc¢no, kateri potencialni u¢inek Zelimo opazovati (Zhang idr., 2020).
Potrebno je tudi omeniti, da obstaja veliko dejavnikov, ki lahko neposredno in posredno
vplivajo na rezultate Studij, ki proucujejo u¢inke jemanja probiotikov na zdravje ¢loveka. Na
rezultate v veliki meri vpliva Zivljenjski slog udeleZencev raziskave (prehrana, fizi¢na
aktivnost, spalne navade, higiena, jemanje zdravil, regulacija stresa), gensko ozadje, starost,
prisotnost bolezni in tudi okolje, v katerem zivijo, s svojo kulturo, ureditvijo druzbe in

geografsko lego.
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5 SKLEPI

Probiotiki so ucinkoviti za zdravljenje razli¢nih patologij, saj preprecujejo disbiozo, ki se
pojavi, ko naSe telo ni v ravnovesju, oziroma je izpostavljeno razli¢nih stresnim faktorjem.
Rezultati naSe raziskavo pa so pokazali, da 26-dnevna suplementacija s probiotikom Waya®
(sev L. rhamnosus GG, ATCC 53103) pri zdravih odraslih nima ucinka na raven stresa,
izmerjeno preko ravni kortizola v slini, in na zaznavanje anksioznosti, depresije in stresa,
kot ga meri vpraSalnik DASS-21. NaSe osnovne hipoteze nam tako ni uspelo potrditi.

Rezultati pa so pokazali znaten vpliv placeba oziroma, da je zelo pomembno, kaj udelezenci
menijo, da jemljejo. Tisti, ki so bili mnenja, da so ves ¢as uzivali probioticne kapsule, so
porocali o ve¢jem blagostanju ter o nizji stopnji stresa, ¢eprav se to ni pokazalo niti pri
meritvah kortizola niti pri rezultatih na lestvicah DASS-21.

Povprasevanje in zanimanje za probiotike in probioti¢no hrano se je v zadnjih desetletjih
povecalo, kar spodbuja nadaljnje zanimanje za raziskave, ki preucujejo koristne ucinke
probiotikov na zdravje. Na podlagi dosedanjih raziskav (Corr in Gahan, 2009; Lebber,
Vanderleyden in De Keersmaecker, 2010; Papalini idr., 2018; Rao in Samak, 2013; Sarkar,
Lehto, Harty, Dinan, Cryan in Burnet, 2016; Zhang idr., 2020) lahko re¢emo, da dodajanje
probiotikov pri zdravih posameznikih izboljSa crevesno mikrobioto. Ucinkoviti so v
posebnih primerih in posebnih okolis¢inah (Iannitti in Palmieri, 2010; George Kerry, Patra,
Gouda, Park, Shin in Das, 2018; Papalini idr., 2018), je pa potrebno ve¢ raziskav, da bi lahko
dokazovali njihovo ucinkovitost pri zdravih in nezdravih ljudeh (Khalesi, Bellissimo,
Vandelanotte, Williams, Stanley in Irwin, 2018).

Preden probiotike vklju¢imo v terapije za lajSanje dozivljanja stresa ali simptomov raznih
bolezni, potrebujemo bolj zanesljive in konsistentne klinicne dokaze (Kothari, Patel in Kim,
2019; Lerner, Shoenfeld in Matthias, 2019; Wang idr., 2020). Ob trenutnem pomanjkljivem
poznavanju mehanizmov delovanja in omejenem Stevilu Studij, previdnost in preudarnost pri
suplementaciji s probiotiki ni odve¢. Z boljSim razumevanjem delovanja mikrobiote v
odnosu s ¢lovekom in napredkom tehnologije, bodo v prihodnosti najbrz na voljo izdelki, ki
bi lahko uspesno delovali tako v preventivi kot pri obvladovanju in zdravljenju razli¢nih
obolenj. Na podlagi trenutnih ugotovitev sklepamo, da redno vklju¢evanje probioti¢nih zivil
ali prehranskih dopolnil s probiotiki v prehrano prispeva k vzpostavitvi in ohranjanju
optimalne mikrobiote ¢loveka. Pomembno pa se je osredotociti na dejavnike Zivljenjskega
sloga, ki modulirajo naSo mikrobioto (prehrana, gibanje, spanje, stik z naravo ipd.) in se
izogibati oz. zmanjSati rizicne faktorje (npr. velika koli¢ina stresa, nezdrava in osiromasena

prehrana, alkohol, uZivanje razli¢nih zdravil ipd.).
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Ob stalnem naraScanju zanimanja za proizvodnjo razli¢nih probioti¢nih izdelkov in trZenje
probiotikov je pomembno, da bolje raziS¢emo in razumemo njihove ucinke in potencialno
vlogo v naSem vsakdanjem Zivljenju in terapijah. Spoznanja, pridobljena z naso raziskavo,
lahko sluzijo kot podpora nadaljnjemu delu, saj ponujajo nekaj izto¢nic, ki jih je vredno

podrobneje raziskati.
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IZJAVA O AVTORSTVU MAGISTRSKEGA DELA

Spodaj podpisana Doroteja Kuhar, z vpisno Stevilko 89162013 vpisana v Studijski program Biopsihologija, 2.

stopnja, sem avtorica magistrskega dela z naslovom:

Preverjanje vpliva dodajanja probiotika (Lactobacillius rhamnosus GG) na nivo stresa.

S svojim podpisom zagotavljam, da je predloZzeno magistrsko delo izkljucno rezultat mojega
lastnega dela. Prav tako se zavedam, da je predstavljanje tujih del kot mojih lastnih kaznivo po
zakonu.

Soglasam z objavo elektronske verzije magistrskega dela v zbirki »Dela FAMNIT« ter zagotavljam,
da je elektronska oblika magistrskega dela identicna tiskani.

Doroteja Kuhar

et



PRILOGE

PRILOGA A Mnenje Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko

Spostovani,
v nadaljevanju vam posredujem odgovor ¢lanice KME, mag. Irgoli¢:

V zvezi z vasim dopisom v katerem nas prosite za mnenje oziroma potrditev raziskave, ki jo
nameravate izvajati v okviru magistrske naloge, katere namen je raziskati vpliv dodajanja
probiotikov na splo$no poéutje in na nivo stresa pri zdravih posameznikih, vam sporo¢amo, da
raziskava ne sodi v pristojnost Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko.

Obrazlozitev:

- Pristojnosti Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME) so dolo¢ene z Zakonom
o spremembah in dopolnitvah zakona o zdravstveni dejavnosti (Ur. |. RS, §t. 64/17), ki v 24. ¢lenu
dolo¢a, da KME daje mnenja v postopkih klini¢nih preskus$anj zdravil v skladu s predpisi, ki urejajo
zdravila. V vaSem dopisu navajate raziskavo, ki jo boste izvajali s prehranskim dopolnilom in CBD
kapljicami, ki tudi ne sodijo med zdravila. Raziskave na ljudeh so skladno z Zakonom o zdravilih,
Ur. I. RS, $t. 17/14 kliniéna preskusanja, za katera daje KME soglasja oz. mnenja o eti¢ni
sprejemljivosti. Dovoljenja za izvajanja vseh kliniénih raziskav v Republiki Sloveniji pa izdaja na
podlagi mnenja KME in vseh ostalih z zakonom dolo¢enih dokumentov izkljuéno JAZMP;

- Kliniéna preskusanja, ki morajo potekati v vsaki drzavi ¢lanici EU v skladu z veljavnimi
predpisi dolo¢ajo, da se klini¢no preskusajo na ljudeh le izdelki, ki izpolnjujejo zahteve za zdravila,
za katera se morajo predloziti rezultati analiznih preskusanj in neklini¢nih farmakolosko-
toksikoloskih preskusanj (Zakon o zdravili, Ur. |. RS, 8t. 7/14, ¢l. 34, tocka 1), kar pomeni, da
prehranska dopolnila v nobenem pogledu ne izpolnjujejo pogojev, ki so osnova za presojo
varnosti in neskodljivosti za sodelujoce v kliniénih preskusanjih;

- Pri proizvodnji zdravil v preskusanju se uporablja dobra proizvodna praksa (GMP), ki
zagotavlja kakovost takih zdravil zaradi zagotavljanja varnosti udelezencev ter zanesljivosti in
ponovljivosti kliniénih podatkov iz kliniénega preskusanja. Te dolo¢be so zapisane v Zakonu o
zdravilih v poglavju VIl in v Uredbi (EU) $t. 536/2014 Evropskega parlamenta in Sveta, ki obravnava
izkljuéno samo zdravila v kliniénih preskusanjih in dolo¢a zahteve za njihovo proizvodnjo v skladu
z dolo¢bami dobre proizvodne prakse v poglavju IX;

- Za prehranska dopolnila niso predpisani farmacevtski standardi kakovosti, ker niso
namenjena zdravljenju in preprec¢evanju bolezni. Enako velja tudi za kliniéne standarde
ucinkovitosti. Zato se prehranskim dopolnilom tudi ne sme pri predstavljanju pripisovati lastnosti
zdravljenja ali ozdravljenja bolezni pri ljudeh;

- V skladu z Uredbo (ES) 1924/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o prehranskih in
zdravstvenih trditvah na Zivilih, so dovoljene le odobrene prehranske in zdravstvene trditve, ¢e so
zanje izpolnjeni pogoji o zadostni vsebnosti dolo¢ene snovi v Zivilu in ¢e so utemeljene s splosno
sprejetimi znanstvenimi podatki. Prehranskim dopolnilom, ki so v prometu, se ne sme pripisovati
zdravilnih uéinkov. Zdravstvene trditve je potrebno v skladu s €lenom 6 in €lenom 13 Uredbe (ES)
1924/ 2006 utemeljiti s sploSno sprejetimi znanstvenimi dokazi;

- Pri Zivilih ni predhodnega preverjanja pri neodvisnih drzavnih organih, ampak je za izdelke
odgovoren proizvajalec in vsak ¢len v verigi do prodajalca konénemu potro$niku;

- Prehranska dopolnila praviloma tudi nimajo opozoril in previdnostnih ukrepov za bolnike,
ker se pri¢akuje, da so namenjena zdravim ljudem za dopolnjevanje prehrane in ne za zdravljenje
in tudi nimajo navedenih nezelenih u¢inkov. Bistvene razlike med prehranskimi dopolnili in

zdravili so predvsem alede namena uporabe ter dokazane uéinkovitosti za zdravlienie bolezni in
bolezenskih stanj.

Z ozirom na vas dopis in na postavljeno vprasanje vam sporo¢amo, da veljavni predpisi, ki urejajo
kliniéne raziskave v EU in v Republiki Sloveniji, ne dolo¢ajo pogojev za prehranska dopolnila.

Ti predpisi tudi ne dolo¢ajo posebej klini¢nih preskusanj za prehranska dopolnila. Uredbi, ki
veljata za celotno podrocje EU, dolo¢ata le zdravstvene trditve, ki pa jih ocenjuje Evropska
agencija za varnost hrane.

S spostovanjem!
Pripravila: Nada Irgoli¢, mag. farm., spec.

Lep pozdrav!
Maja Zejn
Svetovalec
ﬂ‘ REPUBLIKA SLOVENIJA
MINISTRSTVO ZA ZDRAVJE

Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko

Stefanova ulica 5, 1000 Ljubljana, Slovenija
T: +386 1478 69 13
gp-mz@gov.si, kme.mz@gov.si

WWW.mz.gov.si



PRILOGA B Soglasje za sodelovanje pri raziskavi

Pristopna izjava k sodelovanju pri raziskavi v namene zbiranja podatkov za magistrsko nalogo, in privolitev za
obdelavo osebnih podatkov

Opis sodelovanja

Vabljeni ste k sodelovanju v raziskavi, ki v okviru magistrskega $tudija Biopsihologija poteka na Oddelku za psihologijo,
Fakultete za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, Univerze na Primorskem pod mentorstvom dr. Gaja
Vidmarja in somentorstvom dr. Tine Tinkare Peternelj, izvedbo le-te pa izvaja Doroteja Kuhar dipl.biopsih (UN).

Namen raziskave je preuciti, kako $tiri tedensko jemanje probiotika/placeba vpliva na stopnjo stresa in na razpoloZenje pri
zdravih posameznikih.

V kolikor se odloCite za sodelovanje, bodo vade naloge: resSiti dva vpra8alnika, ki merita stopnjo depresije, anksioznosti in
stresa, ter vprasalnik o sploSnem pocutju; odvzem vzorcev sline za merjenje stopnje stresnega hormona kortizola in jemanje
probiotika/placeba $tiri zaporedne tedne. Vpras$alniki in vzorci sline za merjenje kortizola se jemljejo en teden pred in en
teden po jemanju probiotikov/placeba, vmes pa $tiri tedne enkrat dnevno jemljete probiotike/placebo.

Za sodelovanje v raziskavi boste v prvem in Sestem tednu vse skupaj potrebovali priblizno dve uri ¢asa (reSevanje
vpras$alnikov, jemanje vzorcev sline in prevzem probiotika/placeba in vialic za vzorce sline), v vmesnih $tirih tednih pa
samostojno jemljete dodeljene kapsule ob dogovorjeni uri in spremljate posebne dogodke. Sodelovanje v raziskavi je
prostovoljno in za udelezbo ne boste prejeli nobenega nadomestila.

Sodelovanje v raziskavi ne prinaga nobenih tveganj, vse metode, ki bodo uporabljene so neinvazivne. Zaradi dolzine
raziskave in samostojnega dela udelezencev, vam bomo za morebitna vprasanja, ki se navezujejo na raziskavo na voljo
preko elektronske poste: guttobrain@gmail.com.

Sodelovanje v preizku$nji ne prinasa posebnih koristi razen znanja in izku$enj, ki si jih boste pridobili v okviru sodelovanja.
Zbrani rezultati bodo omogocili nadaljnje raziskovanje o povezavi med Crevesjem, mozgani in stresom.

Varovanje podatkov

Sodelovanje v raziskavi je v celoti prostovoljno in ga lahko kadarkoli prekinete brez posledic.

VasSe podatke bomo hranili v skladu z uredbo o GDPR. Prav tako lahko kadarkoli uveljavljate pravico do pozabe (izbris vseh
osebnih podatkov), e so izpolnjene predpostavke iz 17.¢lena o varstvu podatkov. Rezultati raziskave in demografski
podatki bodo anonimizirani, vasa identiteta v nobenem primeru ne bo razkrita. Javno objavljeni bodo samo skupinski
rezultati.

V primeru morebitnih dodatnih vprasanj se lahko obrnete na somentorico dr. Tino Tinkaro Peternelj (e-mail:
tina.peternelj@famnit.upr.si) ali na Dorotejo Kuhar (e-mail: doroteja.selan@gmail.com; tel: 040 979 563).

Izjava
Spodaj podpisani (-a) ,

svobodno, zavedno in prostovoljno pristopam k raziskavi, katere namen je preucevati vpliv jemanja probiotika na
stopnjo stresa ter na razpoloZenje zdravih posameznikov.

Seznanjen(-a) sem z dejstvom, da sodelovanje lahko kadarkoli prekinem brez kakrsnih koli posledic. Seznanjen(-a)
sem s postopkom raziskave in vsemi metodami, ki jim bom izpostavljen/a.

S podpisom jam¢im, da sem izvajalce raziskave seznanil(-a) z vsemi svojimi zdravstvenimi in drugimi tezavami
(npr. bolezni, zdravstvena stanja, alergije in intolerance ipd.), ki bi lahko povzrocile kakr§nekoli negativne
posledice med ali po raziskavi.

S podpisom jaméim, da sem to izjavo prebral(-a) dosledno in v celoti in da sem dobil(-a) priloZnost za postavitev
dodatnih vprasanj v zvezi z mojim sodelovanjem na raziskavi. Izjavljam, da se za sodelovanje odloéam povsem

svobodno.

Datum: Podpis udelezenca:

Datum: Podpis raziskovalca:



PRILOGA C Brosura za udeleZence

Pozdravlijeni!

Sem Doroteja Kuhar, Studentka zadnjega letnika magistrskega programa biopsihologija
na UP FAMNIT. Med Studijem me je radovednost ponesla v raziskovanje ¢loveskega
Crevesja in njegovo povezavo s prakticno vsemi ostalimi nivoji CloveSkega delovanja.

Kljub temu, da je to zadnje Case aktualna tema, e ne vemo dovolj, da bi z gotovostjo
lahko trdili, kaj vse ta kompleksni sistem zmore, zato sem se odlocila, da svojo magistrsko
nalogo posvetim nasledn;ji temi:

Vpliv dodajanja probiotika (Lactobacillus rhamnosus GG) na raven stresa.

1. UVOD - pomen mikrobiote za nase zdravje
Cloveski mikrobiom

Clovesko mikrobioto sestavlja veliko $tevilo razliénih mikroorganizmov (bakterije, arheje,
kvasovke, enoceli¢ni evkarionti, paraziti in virusi), ki so prisotni tako na kozi kot v notranjih
organih, predvsem pa v gastrointestinalnem traktu, kjer dale¢ najvisje koncentracije
najdemo v Crevesju. Mikrobiota naj bi predstavljala tudi do 90% vseh celic v in na nasem
telesu (Rea, Dinan in Cryan, 2016).

Mikrobiota odraslega €loveka je odvisna od razli¢nih dejavnikov: kako smo bili rojeni, smo
uzivali materino mleko ali adaptirano mleko, kak§en imamo nacin prehranjevanja,
jemljemo kakSna zdravila, smo izpostavljeni kakSni infekciji ali stresu, zivimo v izrazito
sterilnem okolju oz. pretiravamo z osebno higieno, ipd. (Rea, Dinan in Cryan, 2016). Od
otroStva naprej se mikrobiota stabilizira in postane bolj raznolika ter lahko botruje
razlicnim dejavnikom iz okolja, kot so patogeni, zdravila in razni onesnazevalci (Rajilic-
Stojanovic idr., 2012).

Nase Crevesje ima vgrajen lasten imunski sistem, ki mu re¢emo limfno tkivo Crevesja, ki
predstavlja kar 80%-90% nasega celotnega imunskega sistema. To nakazuje na
pomembnost in hkrati tudi na ranljivost naSega Crevesja. Antibiotiki, zdravila, dolo¢ena
Zivila in stres imajo klju¢no vlogo pri pestrosti mikrobiote, zato je toliko bolj pomembno, da
skrbimo za zdrav in aktiven nacin Zivljenja. Z raznovrstno in polnovredno prehrano, ki
vsebuje veliko vlaknin in pa fermentirana Zivila, ter kvalitetnimi probioti€nimi pripravki
pomagamo zagotavljati optimalno ravnovesje bakterij v Crevesju (Perimutter, 2017).

Mikrobiota — érevesje — mozgani

Crevesni mikroorganizmi so del kompleksnega omrezja, imenovanega ‘os mikrobiota-
Crevesje-mozgani (‘microbiota-gut-brain axis’), ki povezuje enteri¢ni Ziveni sistem in
mikrobioto, simpati¢no in parasimpati¢no divizijo avtonomnega Zivénega sistema ter
nevroendokrine in nevroimune komponente centralnega Zivénega sistema (Rea, Dinan in
Cryan, 2016). Razvoj mikrobiote in naselitev pomembnih bakterij v Erevesju se odvija
vzporedno z rastjo, maturacijo in brstenjem nevronov v mladih mozZganih. S starostjo
upada raznovrstnost bakterij v Crevesju, prav tako pa se zmanjSuje kompleksnost
nevronskih povezav (Biagi, 2012 in Borre, 2014).

Crevesni mikroorganizmi igrajo $tevilne pomembne vloge v nagem telesu; vpleteni so v
prebavo in presnovo hrane, signaliziranje ob¢utka lakote in sitosti, pomagajo pri
detoksifikaciji, so nezamenljiv del imunskega sistema ter sodelujejo v sintezi vitaminov
(Perlmutter, 2017). Crevesne bakterije vplivajo na delovanje enteroendokrinih celic v



prebavnem traktu, ki spro$¢ajo nevronske prenasalce in hormone, ki preko zivcev
komunicirajo z mozgani. V Crevesju se skriva enteri¢ni Zivéni sistem, ki mu nekateri reCejo
kar drugi mozgani. Ve€ina hormona serotonina, bolj znanega kot hormon srece, tako
nastane v Crevesju in ne v mozganih. Vedno bolj postaja jasno, da imajo bakterije v
nasem Crevesju vpliv ne samo na prebavljanje zauzite hrane, temvec€ tudi na razpolozenje
in vedenje (Perlumtter, 2017).

Mikrobiota in stres

Kljub hitremu razvoju znanosti, se razumevanje povezave med Crevesjem, tamkajsnjimi
mikroorganizmi in centralnim ziv€evjem poc€asi nadgrajuje. Os mikrobiota-Crevesje-
mozgani je dinamicna in vklju€uje razli¢na tkiva in organe, med drugimi mozgane, Zleze,
Crevesje, imunske celice in gastrointestinalno mikrobioto (Rea, Dinan in Cryan, 2016).
Vzpostavljena je kompleksna multimodalna komunikacija, ki zagotavlja homeostazo
organizma. Kadar se v telesu le-ta porusi, to vodi do razli¢nih fizioloSkih in vedenjskih
sprememb. Aktivira se t.i. hipotalami¢no-hipofizna-adrenalna os (‘hypothalamic-pituitary-
adrenal axis’, HPA), ki sprozi spremembe v imunskem in nevrotransmiterskem sistemu.
Okvarjeno delovanje HPA osi lahko privede do nastanka razli¢nih bolezni centralnega
zivénega sistema, nevrodegenercije, diabetesa, hipertenzije, osteoporoze, moten;
razpoloZenja in razvoja anksioznosti in depresije. Se ve&, povi$a se nivo tveganja za
razvoj sindroma razdrazljivega Crevesja in tveganje za razvoj avtoimunih oz. vnetnih
bolezni (Rea, Dinan in Cryan, 2016).

Vse vec je dokazov, da zdrava Crevesna mikrobiota podpira adaptacijo celic oz. celotnega
organizma na spremembe okolja ter predstavlja enega kljuénih regulatorjev imunskega
odziva in stresa (Rea, Dinan in Cryan, 2016). Vsi organizmi so tekom zivljenja
izpostavljeni Stevilnim mikro in makro dejavnikom, ki ogrozajo njihovo homeostazo, kar se
lahko izrazi kot stresni odziv, bodisi na fizi¢ni, psiholoski ali imunoloski ravni. Pokazano je
bilo, da razli¢ne oblike psiholoskega stresa (npr. loCitev od matere, zvocni stres,
utesnjenost v mnozici, poraz) spreminjajo sestavo Crevesne mikrobiote (Bailey, 2014;
Bhwarni idr., 2015; De Palma, idr., 2015), prav tako opazajo zmanjSano raznovrstnost in
neravnotezje bakterij v ¢revesju ljudi s sindromom razdraZzljivega ¢revesja (Jeffery idr.,
2012; Shankar idr., 2015). Znano je, da je kroni¢ni stres bolj Skodljiv od akutnega stresa
(Perlmutter, 2017). Dolgoro¢ni psiholoski stres in tesnobnost pove&ata prepustnost
Crevesja in zamajeta ravnovesje med &revesnimi bakterijami, kar vodi k Se vedji
prepustnosti ¢revesja, nadaljnjim vnetjem in sklene se zaCaran krog stresnega okolja.

Probiotiki, prebiotiki in sinbiotiki

Beseda probiotik izhaja iz latinske besede pro in bios, kar pomeni “za Zivljenje”. Gre za
Zive mikroorganizme, ki imajo ugodne ucinke na zdravje gostitelja, €e jih uziva v ustreznih
koli¢inah. Najdemo jih v razli¢nih fermentiranih zZivilih kot so jogurt, kefir, kombu¢a, kislo
zelje, ter v razli¢nih prehranskih dopolnilin. Da so probioti¢ni organizmi u€inkoviti, je
Zeljeno, da je dnevni vnos vsaj 100 milijonov Zivih organizmov. Probioti¢ni mikroorganizmi
se delijo v ve€ sevov, med najbolj poznanimi sevi pa so predstavniki laktobacilov
(Lactobacillus) in bifidobakterij (Bifidobacterium), ki so tudi del normalne Crevesne
mikrobiote (Pandery, Naik in Vakil, 2015).

Da probiotiki bolje delujejo, si lahko pomagamo s prebiotiki. Prebiotiki so vlaknine, ki
spodbuijajo rast in aktivnost probiotikov. V bistvu gre za neprebavljene dele hrane, ki
spodbuijajo rast in/ali aktivnost dolo¢enih mikroorganizmov v &revesju. Ustrezati morajo
dolo¢enim kriterijem, kot so stabilnost med obdelavo Zivila, neprebavljivost oziroma delna
prebavljivost, dostopnost za fermentacijo in selektivna stimulacija probioti¢nih sevov ter
seveda pozitiven vpliv na zdravje posameznika. Prebiotike v telo vnaSamo s hrano ali
preko prehranskih dodatkov. Vec€inoma so to ogljikovi hidrati, kot je inulin (regrat, cikorija,
Cebula ipd.), fruktooligosaharidi (banane, Cebula, por ipd.), galaktosaharidi (materino



mleko), in druge prehranske vlaknine (celuloza, pektin, betaglukani, sojini oligosaharidi), ki
jih najdemo v sadju, zelenjavi, stro€nicah, otrobih ipd. (Pandery, Naik in Vakil, 2015).
Sinbiotiki pa vsebujejo tako probiotike kot prebiotike in imajo sinergisticno delovanje.
Prebiotiki so vir hrane probioti¢nim Erevesnim bakterijam in s tem jim omogocajo lazje
prezivetje, poleg tega, pa imajo probiotiki ob prisotnosti prebiotikov vecjo odpornost proti
razlicnim dejavnikom iz okolja. Najpogosteje kombinirajo probioti€na seva laktobacilov in
bifidobakterij, za prebiotike pa dodajo inulin in fruktooligosaharide (doma si to lahko
pripravite kot ovsene kosmice s kefirjem) (Pandery, Naik in Vakil, 2015).

2. SODELOVANJE V RAZISKAVI

Najprej najlepsa hvala za izkazano zaupanije in pripravljenost za sodelovanje pri raziskavi
in posledi¢no k izdelavi moje magistrske naloge. V nadaljevanju nekaj informacij o tem,
kako bo izgledala raziskava, h kateri vas vabim.

Potek raziskave

Raziskava bo potekala dobre 4 tedne, med oktobrom in novembrom 2019. Zazelena je
udelezba 70 zdravih posameznikov in posameznic.

UdeleZenci bodo naklju¢no razvrs€eni v dve skupini, ki bosta26 dni jemali probiotike ali
placebo kapsule. Raziskava bo dvojno slepa, kjer udelezenci in izvajalci meritev/raziskave
ne bodo vedeli, kateri skupini so bili dodeljeni probiotiki oz. placebo, da se izognemo
kakrsnikoli pristranskosti. Pred in po jemanju probiotika ali placeba se bodo izvedle
meritve stresnega hormona kortizola v slini, vsak udelezenec pa bo tudi izpolnil vpradalnik
DASS-21, ki meri prisotnost stresa, anksioznosti in depresije.

V prvem tednu raziskave se odvzame vzorce sline (opisano v nadaljevanju) in izpolni
vpra8alnik DASS-21 in vpraSalnik o vasem Zivljenjskem stilu. V tem tednu tudi prejmete
kapsule s probiotiki (opis produkta spodaj) ali s placebom. Vzorce sline boste v za to
namenjenih vialah shranili v hladilniku, vse skupaj bomo prevzeli ob koncu tedna 1.
Sledilo bo 26 dnevno jemanje probioti¢nih/placebo kapsul enkrat dnevno
(probiotike/placebo jemljite vsak dan ob priblizno istem €asu). V teh &tirih tednih bodite
pozorni tudi na posebne dogodke ali ob&utke, ki so se vam pripetili (npr. bolezen,
spremembe v razpolozeniju, selitev, potovanje, nova sluzba, konflikt, zahtevna opravila
ipd.) in v tabelo, ki bo priloZzena, zapiSite opazanja (kaj in kdaj se vam je kaj zgodilo ipd.) V
zadnjem tednu raziskave sledi ponoven odvzem vzorcev sline in izpolnjevanje vpraSalnika
DASS-21.

Zazeleno je, da v €asu, ko sodelujete v raziskavi, ne spreminjajte drugih Zivljenjskih ali
prehranjevalnih navad, vse izvajajte kot ponavadi.

Raziskava bo potekala v okviru UP FAMNIT, zato bo del aktivnosti potekal v njihovih
prostorih, vendar vam osebno ne bo potrebno prihajati v Koper. Za reSevanje vprasalnikov
in prevzem kapsul in vzorcev sline se bomo dogovorili naknadno (izvedli bomo par skupin
v razli¢nih terminih).

Merjenje hormona kortizola v vzorcu sline

Stopnjo stresnega hormona kortizola se najlazje in najbolj enostavno izmeri v slini. Vzorec
sline boste odvzeli v tednu pred in v tednu po jemaniju probiotika ali placeba. Vzorec sline
se jemlje 3 zaporedne dni (od nedelje do torka), dvakrat dnevno, npr. ob 16. in ob 19. uri
oziroma v popoldanskem ¢asu, z razmikom nekaj ur, saj je takrat nivo kortizola najbolj
stabilen.



Vsak posameznik prejme 12 vialic (6 za teden pred jemanjem probiotika in 6 po zakljucku
jemanija probiotikov). Viale z vzorcem sline hranite v zamrzovalniku. Prvih 6 vzorcev
prevzamemo po prvem tednu, ostalih 6 pa po 26 dnevih.

Odvzem sline je hiter, enostaven in neinvaziven. To¢na navodila o odvzemu vzorca sline,
vam bodo posredovana.

Vprasalnik DASS-21

DASS-21 je sestavljen iz 21 postavk in meri simptome depresije, anksioznosti in stresa.
Vsaka izmed lestvic je sestavljena iz sedmih simptomov in va$a naloga je, da oznacite
resnost simptomov na Stiristopenjski lestvici (ocenjujte simptome v zadnjem tednu).
Izberete enega izmed naslednjih odgovorov: 0 - nikakor/nikoli ne velja zame, 1 - velja
zame do doloCene mere ali nekaj ¢asa, 2 - velja zame v veliki meri ali dober del ¢asa in 3
- zelo velja zame ali ve€ino ¢asa.

Tekom raziskave vpraSalnik reSujete dvakrat, prvi¢ v tednu pred zaetkom jemanja
probiotikov/placeba in drugi€, ko zaklju€ite z uzivanjem probiotikov/placeba.

VpraSalnik vam predamo isto¢asno, ko prevzamete kapsule in vialice za odvzem vzorca
sline. Vprasalnik reSite samostojno doma, v prostoru, kjer vas ne bo nihée motil. ReSite ga
kadarkoli v tednu, ko za¢nete z odvzemom vzorcev sline. Prosimo, da ga reSujte kar se da
iskreno.

Vpra$alnik prejmete preko elektornske poste.

3. OPIS PROBIOTIKA- kapsule z mleénokislinskimi bakterijami

Kapsule za odrasle in otroke edine vsebujejo mikroenkapsulirano mle¢nokislinsko
bakterijo Lactobacillus rhamnosus GG, ki spada med najbolj raziskane mle¢nokislinske
bakterije na svetu in je naravno prisotna tudi v nasih prebauvilih.

Kapsule:

e Edine kapsule z najvi§jo koncentracijo mikroenkapsulirane mleénokislinske
bakterije Lactobacillus rhamnosus GG

e 1 kapsula vsebuje vsaj 1 x 1010 celic mikroenkapsulirane mle¢nokislinske

bakterije Lactobacillus rhamnosus GG

kapsule so gastrorezistentne, ovoj kapsul je v celoti rastlinski

so primerne za odrasle in otroke, starejSe od 2 let

za otroke se lahko kapsula odpre in vsebina poje na Zli¢ki

ne vsebujejo alergenov (mlecnih beljakovin, laktoze, glutena, jajc, rib, arasidov,

sezama, SO2, soje, oreSkov, zelene, gorcice, rakov)

Uporaba: kapsule pogoltnite z veliko hladne tekoCine (1 na dan), kapsule so primerne tudi
za nosecCnice in dojeCe matere.

Vsebnost: Ena kapsula vsebuje najmanj 1 x10'° celic mikroenkapsulirane mle¢nokislinske
bakterije Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103).

Sestavine: Hidroksipropilmetil celuloza (E464), Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC
53103), maltodekstini, barvilo: titanov dioksid (E171).



Opozorila: Shranjujte v suhem in temnem prostoru pri sobni temperaturi. Shranjevati
nedosegljivo otrokom! Prehransko dopolnilo ni nadomestilo za uravnotezeno in
raznovrstno prehrano. Pomembna sta raznolika in uravnoteZzena prehrana ter zdrav nacin
Zivlienja. Priporogene dnevne koligine oziroma odmerka se ne sme prekoraditi. Ce ste
alergi¢ni ali preobcutljivi na sestavine kapsul, izdelka ne uporabljajte. 1zdelek ne vsebuje
alergenov, laktoze, glutena in mlecnih beljakovin.

4. POGOJI ZA SODELOVANJE V RAZISKAVI

- starost 18+,

- zdravi udelezenci,

- ne jemljete antibiotikov ali drugih zdrauvil,

- pripravljeni jemati probiotik/placebo vsak dan 26 dni,

- pripravljeni oddati vzorce sline in resSiti vpradalnik DASS-21 in vpra$alnik o
Zivljenjskih in prehranjevalnih navadah,

- beleziti pomembne dogodke tekom 4 tednov.

Naloge

- odvzem vzorcev sline (teden 1: od nedelje do torka, 2x dnevno),

- reSevanje vprasalnika (teden 1),

- jemanije probiotika 1x dnevno (26 dni),

- odvzem vzorcev sline (po 26 dnevih: od nedelje do torka 2x dnevno),

- reSevanje vpraSalnika

- zapisovanje posebnih dogodkov,

- prehrana in koli¢ina gibanja naj bosta taka kot ponavadi (ne vna$ajte drugih
sprememb v Zivljenje),

- shranjevanje vzorcev sline v zamrzovalniku,

- shranjevanje probiotikov na temperaturi nizji od 25°C.

Izlo€itveni kriteriji

- diagnosticirane nevroloske, psihiatricne, gastrointestinalne ali endokrine motnje,
- Ce ste sedaj ali v obdobju zadnjih 3 mesecev uzivali zdravila,

- Ce zacnete jemati antibiotike ali druga zdravila tekom poteka raziskave,

- intolerance na sestavine, ki se nahajajo v probiotiku,

- nosecke in dojeCke (zaradi nihanja hormonov),

- ne upostevanje protokola jemanja vzorcev sline ali probiotika/placeba.

*V primeru, da vaSa prehrana vsebuje veliko probioti¢ne/prebioti¢ne hrane ali pa
dnevno zauzijete druga probiotiCna/prebioti¢na prehranska dopolnila, nas na to
opozorite oziroma oznacite v vprasalniku, ki ga boste prejeli.

5. VAROVANJE PODATKOV

Vsi pridobljeni podatki bodo anonimizirani in vodeni pod dolo¢eno kodo, s katero
onemogocimo povezavo rezultatov in vasih osebnih podatkov. Vsi bodatki bodo vodeni v
skladi z GDPR uredbo.

O rezultatih Studije vas bomo obvestili preko elektronske poste.



PRILOGA D

Evidencna tabela za udelezence

EVIDENCNA TABELA ZA UDELEZENCE

KODA
6.10.2019 7.10.2018 | 8.10.2019 9.10.2019 10.10.2019 11102019 12.10.2019
NEDEUA PONEDEUEK __ JURA| TOREX JuRA SREDA CETRTEK PETEK SOBOTA
N11-vzorecsiine || Pliwvorecsine || miiworcane |0 [m] kapsul 0| vesmetekapsuo ||  vaametekapsuio | O
N.2eorecstine | (] pr2-veorecsine || T12-viomcsine |
£ g g £
z Po vzorou sline
Retevarye vpratainka | O g vzamete kapsulo | (] | § § § g
: : : : :
: E :
13.10.2019 14.10.2019 15.10.2019 16.10.2019 17.10.2019 18.10.2019 19.10.2019
NEDELIA TOREK SREDA CETRTER PETEK SO80TA
P (m} 2 (m} P [m] o O  veamete kap O vesmeterspsiio || vesmetekspsite | D
| I | || I | I I
& & & & & & &
20.10.2019 21.10.2019 22102019 23.10.2019 25.10.2019 26.10.2019
NEDEUA PONEDELIEK TOREK SREDA CETRTEX a PETEK SOBOTA
m] p: m} 0| wametekapsuie | (J| veametekapsuic | ([ [m] p: [m}
% : % % % % %
g g g g i g g
g 2 g g g g g
27.10.2019 28.10.2019 29.10.2019 30.10.2019 31.10.2019 01.11.2019 02.11.2019
NEDELIA TOREK SREDA CETRTER PETEK S080TA
p: [m] P 0 P [m] o [m] kapsul O vesmetekspsuto || vesmetekspsute | O
|HN | || I I
& & & & & & &
03.11.2019 04.11.2019 05.11.2019
NEDEUA PONEDEUEK TOREX R
VZOREC
n2.1aaorecsline | (| P21vmorecsine || 121morecane |0 SUINE+VPRASALNIK
N22-aoreesine || pr2viorecsine || 122-vomesine |0 L KAPSULA
Relevanie vpraZainiks D POSEBNI DOGODKI: Vpidite, te se vam je v tem

POSEBNI DOGODK!

POSEBNI DOGODKI

POSEBNI DOGODKI

anevu zgodilo kaj posebnega (menjava sluzbe, vigja
plata, poroka, te2ek izpit, vedja kolitina stresa Ipd.)

Oznatbe vialc: N1.1 (nedelja 6.10 -prvi odvzem), N1.2 (nedelia 6.10 -drugl odvzem);
P11 7.10 -pevi ) P1 7.10 <drugl odvzem); T1.1 {torek
8.10-prvi odvzem), T1.2 (torek 8.10 -drugi odvzem)

N2.1 (nedekia 3.11 -pri odvzem), N2.2 (nedefa 3.1 -drugi odvzem). P21 (panedefek
411 -pevi odvzem) P2.2 (ponedeljek 4.11 -drugi odvzem): T2.1 (torek 5.11-pn
advzem), T2.2 (tarek 5.11 -drug odvzem)




PRILOGA E Letak za udelezence

#1 ALl VES

...da se v Crevesju proizvede
do 90% serotonina (hormon
srece), ki je pomemben za
zdravje in razpoloZenje?
SODELUJ
\
RAZISKAVI

#2 ALl VES

...da v Crevesju prebiva
do 10x vec bakterij, kot je
celic v celem telesu?

#3 ALl VES

..da je Zelja po doloceni
hrani deloma odvisna od
tega, kaj si Zelijo jesti
crevesne bakterije?

#4 ALl VES

...da antibiotiki in oralna
kontracepcija ubijajo
Crevesne bakterije?




SODELUJ V RAZISKAVI ZA MAGISTRSKO NALOGO

VPLIV
PROBIOTIKOV
NA NIVO STRESA

v Te zanima delovanje enega izmed najbolj
kompleksnih in neraziskanih cloveskih
organov?

v Ima§ ¢das septembra in oktobra in si
prostovoljno pripravljen/a nekaj ¢asa nameniti
za razvoj znanosti?

v Si starej$i/a od 18 let?

v Ne jemljes$ antibiotikov ali drugih zdravil?

v' Nisi nosecka ali dojecka?

v Ti ni tezko deliti nekaj osebnih podatkov in
slediti enostavnim navodilom?

Ce si na zgornja vprasanja odgovoril/a z DA, potem te
sréno vabim, da se nam pridruzi$ in na spodnji e-mail
posljes prijavo za sodelovanje ali pa se prijavi$ preko FB
strani Vpliv dodajanja probiotikov na nivo stresa
(@guttobrain) preko gumba Prijavi se.

Ko se prijavis, ti posljem dodatne informacije o poteku

raziskave. E-mail: guttobrain@gmail.com



