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Annotatsioon

Tasakaalus soolemikrobioota on oluline inimese tervisele. Bakterikooslust mdjutab suurel maaral
toit ning selles sisalduvad kiudained. Selle bakalaureuset66 eesmargiks oli uurida kdrge kiudainete
sisaldusega smuuti mdju soolemikrobioota koostisele, vdljaheite orgaaniliste hapete mustrile ja pH-
le. Selleks anallisiti 28 kiudaineid vahetarbiva inimese fekaaliproove kiudainerikka (11,6 g
kiudaineid pdevas) ning kontrollsmuuti (4,6 g kiudaineid paevas) tarbimisel 3-nddala pikkusel
perioodil. Samuti anallilsiti nende naitajate omavahelisi seoseid ning muutusi vérreldes uuringule
eelnenud baasperioodi andmetega. Selgus, et kiudaineterikka smuuti tarbimise tulemusel tdusis
kiudainete lagundajate ja happeid tootvate bakterite osakaal mikrobiootas (Roseburia,
Lachnospira, Faecalibacterium) ning vahenes valkude metabolismiga seotud ning haigustega
seostatud perekonna osakaal (Ruminococcus torques group, Alistipes, Shigella, Escherichia,
Colidextribacter, Dorea). Samuti nahti, et nendel, kellel uuringu alguses oli kérge fekaalne pH (pH >
7,7), toimus kiudaineterikka smuuti tarbimisel oluline pH langus ning atsetaadi, butiiraadi ning
propionaadi sisalduse tous fekaaliproovides. Hapete sisaldus proovides oli tugevalt seotud pH-ga,
kasvades pH alanemisel. Kdrgem atsetaadi ning butliraadi tootlus oli seotud Roseburia osakaalu
téusuga. Toost jareldus, et kiudainete sisalduse tdstmine menlils omas modju soole
mikroobikooslusele, soole luumeni pH-le ning hapete tootlusele. Selles t60s analliUsiti
bakterikooslust perekonna tasandil ning leiti, et tervist toetavate vdi haigusi soodustavate bakterite
osakaalu muutuse tapsemaks kaardistamiseks tuleks anallilsida tulemusi liigi tasandil.



Abstract

In this bachelor's thesis, faecal samples obtained from a nutrition study were analyzed with the aim
of finding out how the changes of the gut microbiota composition, the pattern of organic acids and
the pH changes as a result of increasing the amount of dietary fiber. The study showed that
consumption of the pectin-enriched smoothie for three weeks increased the proportions of fiber-
degrading and organic acid-producing bacterial genera (Roseburia, Lachnospira, Faecalibacterium).
At the same time, the proportions of several protein-metabolizing and disease-associated bacteria
decreased (Ruminococcus torques group, Alistipes, Shigella, Escherichia, Colidextribacter, Dorea).

The cross-feeding patterns also confirmed the bacterial data. The increase in the proportion of
Phascolarctobacterium bacterial genera increased with higher fiber consumption, although these
taxa metabolize succinate but do not degrade dietary fibers. The observed effect could be explained
by increased proportion of fiber-degading and succinate-producing Bacteroides species.

Afiber-rich diet is associated with lower (acidic) luminal pH and an increased production of organic
acids by gut microbiota. In the high faecal pH group (pH > 7,7), significant drop of faecal pH was
seen along with the increase of acetate, propionate and butyrate concentrations caused by fiber-
rich smoothie. On the other hand, the luminal pH has a significant effect on bacterial metabolism
and production of organic acids. It was observed that a decrease in pH favors the growth of acid-
producing bacteria. The yield of organic acids depends on the bacterial community and in turn
affects it, supporting the growth of some bacteria and inhibiting others. Increase in acetate and
butyrate content in the samples was positively correlated with Roseburia, which has an important
role for human health. The increase in acetate concentration had an inhibitory effect on Barnesiella
and that of butyrate on Escherichia-Shigella.



Sissejuhatus

Inimese soolemikrobioota mangib olulist rolli peremeesorganismi tervises ning mikrobioota
muutused on sageli seotud erinevate haigustega. Kogu inimese organismi koloniseerivatest
bakteritest ligi 95 % elab jamesooles ning nende koguarv on hinnanguliselt 3,9 x 1013 (Sender et
al., 2016). Soolemikrobioom kodeerib ile 3 miljoni geeni, mistottu seisneb bakterite funktsioon
oluliselt nende toodetud metaboliitides, mis panustavad inimese tervisesse, mdjutades
ainevahetuse, immuunsisteemi ja aju t66d (Fan & Pedersen, 2021; Rinninella et al.,, 2019).
Soolebakterite kooslus on individuaalne ning pidevas dinaamilises muutumises. Mikrobioota
sOltub mitmetest teguritest nagu toitumine, vanus, kehamassiindeks, geneetiline taust, elustiil ja

ravimite tarbimine (Rinninella et al., 2019).

Selleks, et hoida soolekooslus tasakaalus ja toetada selle ainevahetust, on oluline roll dieedil ning
eriti toidust saadud kiudainetel. Inimesele mitteseeduvad toitained jouavad jamesoolde, kus
soolebakterid neid lagundavad ning toodavad vastavalt substraadile erinevaid metaboliite. Inimese
organismis taidavad erinevaid funktsioone kiudainete bakteriaalse fermentatsiooni produktid, neist
tuntumad on lihikese ahelaga rasvhapped atsetaat, butiiraat ja propionaat. Nende hapete kdrgem
tootlus jamesooles on iseloomulik pdletikuliste haiguste puudumisele, kiiremale soole ldbikaigule,
paremale gliikoosi ning lipiidide metabolismile ja normaalkaalule (Al Bander et al., 2020).

Kaasaegne ladnelihiskonna toit on kiudainevaene, rafineeritud ning rikas loomsetest valkudest ja
rasvadest. Eesti 2015. aasta toitumissoovitustes on soovituslikuks kiudainete tarbimiskoguseks
taiskasvanud naistele vahemalt 25 g ja meestele vahemalt 35 g pédevas (Pitsi, et al., 2017). Euroopas
on aga kiudainete keskmine tarbimine madalam, olles meestel vahemikus 18-24 g ning naistel 16-
20 g (Stephen et al., 2017). Kiudainevaeset dieeti on seostatud mikroobikoosluse mitmekesisuse
vahenemisega ning poletikuliste haiguste esinemise tdusuga. Kuna aina rohkem leitakse
korrelatsioone haiguste ning soolebakterite vahel, siis on oluline uurida, kuidas kiudainete sisalduse
tOstmisega dieedis on voimalik mdjutada mikrobiootat ning bakterite ainevahetust.

Antud t60s uuriti reaalsete fekaaliproovide mikroobseid kooslusi, orgaaniliste hapete sisaldust ja
pH-d eesmargiga leida nendevahelisi korrelatsioone. Samuti uuriti seda, kuidas meniii rikastamine
kiudainetega neid naitajaid mojutab. Fekaaliproovid olid parit toitumisuuringust, milles osalejad
tarbisid uuringuperioodil kiudainetega rikastatud smuutit ja teisel perioodil kontrollsmuutit, mis
sisaldas samavaarse koguse tarklist.



1 Kirjanduse lilevaade

1.1 Seedetrakti mikrobioota

Igal inimesel on unikaalne soolestiku mikrobioloogiline profiil, millel on mitmeid olulisi funktsioone.
Nende hulka kuulub roll peremeesorganismi ainevahetuses, soolestiku limaskesta struktuurse
integreerituse tagamises, antimikroobses kaitses, narvisignaalide regulatsioonis, immuunsiisteemi
t606s ning ravimite toimes (Fan & Pedersen, 2021; Jandhyala et al., 2015).

Soolestiku mikrobioota ehk seedetrakti koloniseerivate mikroorganismide populatsiooni kuuluvad
bakterid, arhed, bakteriofaagid, eukarliootsed viirused ning seened (Fan & Pedersen, 2021), millest
90 % moodustavad Firmicutes ja Bacteroidetes hdimkondade bakterid (Rinninella et al., 2019).
K&ige rohkem mikroobe asustab inimese kaarsoolt, mida on hinnanguliselt 3,9 x 1013 ning nende
suhe inimese enda rakkudesse on ligikaudu 1 (Sender et al., 2016). Selline bakterirakkude rohkus
on oluline, sest soolestiku mikrobioom kodeerib {ile 3 miljoni geeni, mis toodavad tuhandeid
peremeesorganismi tervisele olulisi metaboliite (Rinninella et al., 2019).

Soolekooslusest sdltuvalt on Glalmainitud funktsioonid eubioosi ehk  makroorganismi ja
mikrofloora vahelise normaalse vahekorra korral tagatud voi nende tasakaaluhaire ehk diisbioosi
korral hairitud. Kuigi unikaalse mikroobikoosluse kujunemine séltub paljudest teguritest terve
inimese eluea jooksul, on toitumisel olulisim roll optimaalse koosluse sailitamisel.

1.2 Soolemikrobioota kujunemine

Inimese soolemikrobioota ja bakterigeenide rikkus muutuvad elu jooksul diinaamiliselt ning
koosluse areng saab alguse siindimisel. Imikueas toimuvad soolekooslustes kdige kiiremad ja
suuremad muutused. Mikrobioota kujunemist mdjutavad vanus, keskkonnategurid ning
antibiootikumide tarbimine. Tdiskasvanueas on soolekooslused kdige stabiilsemad ning hakkavad
taas muutuma korgemas eas immuunsiisteemi nérgenemise t6ttu (Rinninella et al., 2019; Fan &
Pedersen, 2021). Seedeslisteemi erinevates osades on erinev mikroobikooslus. Indiviidide
kooslused erinevad soltuvalt nende kehamassiindeksist, fluisilisest koormusest, elustiilist,
kultuurist ja toitumisharjumustest ja teistest teguritest (Rinninella et al., 2019).

1.2.1 Soolemikrobioota muutused elu jooksul

Inimese loode on ema ihus steriilne ning mikrobioota areng saab alguse siinnitusel, mil imik puutub
kokku ema naha, vaginaalse ning fekaalse mikrobiootaga ja keskkonna mikrobiootaga. Millised
bakterikultuurid soolestikku koloniseerima hakkavad, sdltub otseselt slinnitusviisist (enneaegne,
ajaline vGi keisrildike teel), ning vastsiindinu toitmisest (rinnapiim vs imikupiimasegud).
Enneaegsena siindinud imiku soolestiku bakterikooslus on ajaliselt stindinu mikrobiootast vaesem
vdhem arenenud organite, ravimite, haiglakeskkonna ning ema ihuga vahese kokkupuute tottu.
Vaginaalse slinnituse tulemusel sarnaneb vastsiindinud soolestiku mikrobioota mitmekesisema
vaginaalse bakterikooslusega, aga keisrildikega siindinud imiku puhul rohkem haiglakeskkonna ning
ema naha mikrobiootaga. Parast siindimist hakkab imiku soolestiku mikroobikooslust kujundama
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peamiselt toit ning keskkonnategurid ja antibiootikumid, mis mdjuvad liigirikkust parssivalt.
(Rinninella et al., 2019)

Hinnanguliselt kolmandaks eluaastaks saavutab lapse soolestiku mikrobioota taiskasvanud
inimesele sarnase koosluse, milles domineerivad Firmikuutide (sh Lachnospiraceae ja
Ruminococcaceae), Bacteroidetes (Bacteroidaceae, Prevotellaceae, ja Rikenellaceae) ja
Aktinobakterite (Bifidobacteriaceae and Coriobacteriaceae) hdimkonnad. Eakatel inimestel, kelle
toitumine on muutunud Uhekilgsemaks ning kelle immuunsiisteem ja seedimine on nérgenenud,
hakkab bakterikoosluste mitmekiilgsus alanema. Bakterikoosluse vaesemaks muutumine, eriti
bifidobakterite osakaalu vdhenemine, aga omakorda nd0rgestab seedeslisteemi ning ka

immuunsiisteemi funktsioneerimist. (Rinninella et al., 2019)

1.2.2 Erinevused indiviidide vahel

Taiskasvanud inimese mikrobioota koostis on unikaalne ning indiviidide vahelised erinevused
sOltuvad mitmest tegurist. Soolestikku koloniseerivate mikroorganismide varieeruvuse
kirjeldamiseks ja kategoriseerimise lihtsustamiseks vGib kasutada enterotiilipe. Soltuvalt
mikrobioomis domineerivatest perekondadest, loodi 2011 aastal kontseptsioon kolmest
enterotllbist: Bacteroides (enterotlilp 1), Prevotella (enterotliilip 2) ja Ruminococcus (enterotiilp
3) (Cheng & Ning, 2019). Selleks anallisiti 33 fekaaliproovi erinevatest populatsioonidest ja leiti,
et neid proove saab jaotada kolmeks teineteisest eristuvaks klastriks nendes sisalduvate
diskrimineerivate perekondade alusel (Arumugam et al., 2011). Hiljem tehtud uuringud naitavad
aga, et erinevaid meetodeid kasutades ning populatsioone analiilisides on enterotiilipide arv
varieeruv ning enterotiip 3 osakaal mikrobioomiproovides on véike (Cheng & Ning, 2019).

Enterotlilibid séltuvad soolestiku mikroobikooslusest, mis on pidevas muutumises. Kuigi
lUhiajalised muutused toitumises, elustiilis, antibiootikumide tarbimises v&i keskkonnas ei ole
piisavad, et muuta enterotlilpi, voivad pikaajalised ja jarjepidevad muutused nendes tegurites
muuta mikrobioomis domineerivaid perekondi ning labi selle ka enterotiipi (Cheng & Ning, 2019).

Kehamassiindeksi pdhjal tehtud mikrobioomiuuringud on ndidanud, et ala- ja Ulekaaluliste
soolestiku mikroobikooslus erineb normaalkaaluliste omast. Ulekaaluliste mikrobiootas on
suurenenud Firmicutes ja vahenenud Bacteroidetes hdimkonna tase ning suurenenud lihikese
ahelaga rasvhapete (SCFA) tootlus, mis viitab suuremale substraadi tarbimisele ja energiatootlusele
fermentatsioonil. Alakaalulistes on SCFA tootlus ning firmikuutide tase aga alanenud vérreldes

tavakaalus olevate inimestega. (Rinninella et al., 2019)

Mikroobikoosluse varieerumist mdjutab ka peremeesorganismi geneetiline taust. Goodrich et al.
tehtud uuringus inimese geenide ning soolemikrobioota vahelistest seostest leiti, et identsetel
kaksikutel on korrelatsioon taksonite arvukuse vahel tugevam kui kahemunakaksikutel. Lisaks leiti,
et koige enam padrilik oli Christensenellaceae perekond ning keskkonnategurid kujundavad
peamiselt Bacteroidetes hdimkonda, olles sarnased kaksikutel vaid juhul kui ka toitumine oli
sarnane. (Goodrich et al., 2014)



Geneetilisest taustast enam mdjutavad mikrobioota kujunemist keskkonnatingimused ning
toitumisharjumused. Industrialiseerimine ning antibiootikumide tarbimine on viinud
soolemikrobioota mitmekesisuse markimisvadrse vahenemiseni. Seda kinnitab Amazonase
vihmametsas elava Yanomami pdlisrahva soolestiku mikrobioota kdrge mitmekesisus vorreldes
ladneriikidega (Makki et al., 2018). See-eest on ndhtud, et antibiootikumidest suurem mdju on
toitumisel, kuna piirkondades, kus on piiratud ligipdaas antibiootikumidele, aga kus toitutakse
mitterafineeritud toidust, on mikrobioota mitmekilgsem kui industrialiseerunud laaneriikides
(Makki et al., 2018).

1.3 Olulised soolebakterid

Inimese soolebakteritest domineerivad Firmicutes ja Bacteroidetes héimkonnad (Rinninella et al.,
2019), millest omakorda omavad suuremat rolli erinevad perekonnad, mille osakaal erineb
indiviiditi. Olenemata neist erinevustest vOib koosluste funktsioneerimine ja panus inimese
tervisele olla vorreldav. Firmicutes hGimkonnast on olulised esindajad Faecalibacterium, Roseburia
ja Blautia perekonnad. Bacteroidetes hdimkonnast domineerivad peamiselt Prevotella voi
Bacteroides perekonnad.

Firmicutes hdimkonda kuuluva Faecalibacteriumi perekonna ainus seni kirjeldatud liik F. prausnitzii
on (ks arvukamaid baktereid inimese soolestikus, moodustades keskmiselt 5 % fekaali
mikrobiootast (Parsaei et al., 2021). F. prausnitzii on atsetaati tarbiv butlraaditootja, kes omab
olulist rolli immunomodulatsioonis, tootes pdletikuvastaseid bioaktiivseid aineid, mistdttu on F.
prausnitzii osakaalu vahenemist seostatud mitmete pdletikuliste haigustega (Parsaei et al., 2021).
F. prausnitzii kasvu toetav pH vahemik on pH 5,7-6,7, rangelt anaeroobne keskkond ning madal
sapisoolade kontsentratsioon, alla 0,5 % wt/vol (Lopez-Siles et al., 2017). Kasutades butiiraadi
tootmisel substraadina atsetaati, soltub F. prausnitzii teistest atsetaati tootvatest bakteritest nagu
Bacteroides, esinedes seetdttu nendega sageli soolestikus koos (Lopez-Siles et al., 2017).

Roseburia on Firmicutes hdimkonda kuuluv perekond, millest on kdige enam kirjeldatud viite liiki
(Roseburia intestinalis, Roseburia hominis, Roseburia inulinivorans, Roseburia faecis, ja Roseburia
cecicola), millest R. intestinalis koos F. prausnitzii-ga on inimese soolestikus kdige arvukamad
butiiraaditootjad kiudainete fermentatsioonil (Kai et al., 2021). Roseburia perekonna bakterid on
aga koik vBimelised tootma nii butiiraati kui ka atsetaati ja propionaati (Kai et al.,, 2021). R.
intestinalis on Uks arvukamaid baktereid seedetrakti mikrobiootas, moodustades 0,9-5 % kogu
populatsioonist. See on oluline bakter ainevahetuse reguleerimises, immuunsisteemi
aktiveerimises ning soolebarjaari sailitamises (Kai et al., 2021). Roseburia vajab kasvuks ning
butiiraadi tootmiseks happelisemat pH-d (pH 5,5-6,7) (llhan et al., 2017).

Blautia, eelnevalt arvatud Ruminococcus liikide hulka, on perekond Firmicutes hdimkonnas ning
Lachnospiracea sugukonnas, mida kirjeldati esimest korda 2008. aastal ning mille liigiline
mitmekesisus on siiani suures osas teadmata (Maturana & Cardenas, 2021). Blautia liigid on Ghed
arvukamad inimese sooles, moodustades 2-8 % kogu soolestiku mikrobiootast ning kuuludes 10
arvukama perekonna hulka (Maturana & Cardenas, 2021). Erinevad Blautia liigid on véimelised
kasutama energiaallikana inimese poolt seedumatuid sisivesikuid, suhkruid ning gaase (H,/CO5) ja
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tootma atsetaati (Liu et al., s.a.). Optimaalsed tingimused Blautia kasvuks on 37°C ning pH 7,0 (Liu
et al, s.a.). Blautia funktsioon peremeesorganismi tervises pole tdielikult selge, aga peamine
tahtsus seisneb Blautia probiootilistes omadustes ning tema osakaalu vahenemist on seostatud
mitmete tervisehdirete ja haigustega nagu diabeet, rasvumine ja parasoolevahk (Liu et al., s.a.).

Prevotella on Bacteroidetes hdimkonda kuuluv perekond, mille suurim teadaolev esindaja on
Prevotella copri (Yeoh et al., 2022). P. copri esineb hinnanguliselt 95,4 % mitte-laaneliku elustiiliga
(varskete puu- ja kdogiviljaderikka toitumisega) inimeste soolestikus ning 29,6 % laaneliku elustiiliga
(rafineeritud toidu, loomsete valkude ja lipiidide rikka toitumisega) inimeste soolestikus (Tett et al.,
2019). Bacteroidetes hdimkonnast on indiviidide soole mikrobiootas Prevotella ning Bacteroides
perekonnad omavahel negatiivses korrelatsioonis, olles domineeritud esimese poolt
kiudaineterikka dieedi puhul, Bacteroidese poolt aga loomsete valkude ja lipiidide rikka dieedi puhul
(Precup & Vodnar, 2019). Kuigi Prevotella arvukus on seotud tervisliku eluviisiga, on leitud, et osadel
liikidel on tervist toetav mdju ning osadel kahjustav. Positiivset mdju on leitud siidame ja
veresoonkonna haiguste ennetamisel ja gliikoosi metabolismi parandamisel, aga negatiivset moju
poletikuliste haiguste soodustamisel (Precup & Vodnar, 2019). Prevotella positiivne mdju seisneb
ka vBimel lagundada kiudaineid vdiksemateks molekulideks ning propionaadi tootmises, millel on
oluline roll lipiidide metabolismis ning rasvumise ennetamises (Precup & Vodnar, 2019).
Toendoliselt sOltub bakterite tervisele kasulik osakaal kogu koosluse profiilist ja k&ik suured
aarmused viitavad disbioosile.

Bacteroidetes hdimkonna teine domineeriv perekond on Bacteroides, millel on oluline roll
kdérgmoleklulaarsete poliisahhariide lagundamisel vaiksemateks molekulideks, mida teised bakterid
saavad energiaallikana kasutada ning nendest peremeesorganismi tervisele olulisi metaboliite
toota (Cheng et al., 2022). Bacteroidese poolt toodetud peamisteks metaboliitideks on atsetaat ning
suktsinaat (lkeyama et al., 2020). Bacteroides perekonna peamisteks esindajateks on B. vulgatus, B.
caccae, B. uniformis and B. thetaiotaomicron (Cheng et al., 2022). Soltuvalt pikaajalistest
toitumisharjumustest domineerib Bacteroidetes hGimkonnast inimese soolestikus kas Bactroides
vOi Prevotella ning sellest sbltuvalt on mikrobioota vdime kiudaineid fermenteerida ning
metaboliite toota erinev. Mikrobioota, kus domineerib Prevotella, on SCFA-de ning eriti
propionaadi tootlus suurem, viidates kiudainete rikkale dieedile ning suuremale kiudainete
lagundamise vdimele (Chen et al., 2017).

1.4 Toidu moju soolestiku mikrobiootale

Soolestiku mikroobikooslust maaravatest teguritest on toitumine kdige lihtsam vahend mikobioota
mojutamiseks tervislikul eesmargil. Olenevalt sellest, millises koguses tarbitakse loomseid valke ja
rasvu vorreldes sisivesikute ja taimsete toitudega, kujunevad ka enterotiilibid. Industrialiseerunud
ja linnastunud populatsioonis, kus tarbitakse rohkem loomseid valke ja lihtsuhkruid, on valdavaks
enterotlitbiks pigem Bacteroides ning mitte-industrialiseerunud maapiirkonnas, kus tarbitakse
rohkem taimset toitu ja kiudaineid, on valdavaks enterotiilibiks pigem Prevotella (Makki et al.,
2018). De Filippo et al. vordlev uuring Burkina Faso maapiirkonna ning Itaalia linnapiirkonna lastega
naitas, et toitumisharjumuste erinevuse tottu nendes piirkondades domineeris Burkina Faso laste
soolemikrobiootas Bactereoidetes hdimkond, sh suurenenud Prevotella ning Xylanibacter
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osakaaluga, kui Itaalia lastes domineeris Firmicutes h&imkond (De Filippo et al., 2017).
Maapiirkonna laste fekaaliproovides oli ka suurem liihikese ahelaga rasvhapete sisaldus, viidates
sellele, et nende mikrobioota oli kohastunud lagundama kiudaineid, kui linnapiirkonna laste
mikrobioota pigem lipiide ja loomseid valke.

Wu et al. anallitsis pikaajaliste toitumismustrite mdju soolestiku mikrobioota enterotiitipidele.
Selleks, et vérrelda pika- ja lGhiajaliste toitumismustrite mdju, viidi labi ristlGikeuuring ning
sekkumisuuring. Ristl6ikeuuringus vorreldi 98 indiviidi fekaaliproovide mikrobioomi andmeid recall
ning toidu tarbimise sageduskisimustiku andmetega ning sekkumisuuringus uuriti 10 indiviidi
mikrobioomiandmeid kontrollitud toitumisega 10 p&eva jooksul. Tulemustest selgus, et
ristldikeuuringus madaras indiviidide enterotilbi pikaajalised toitumisharjumused ning kuigi
sekkumisuuringus olid mikrobioomi muutused kiired, esinedes juba 24h jooksul, siis nende ulatus
polnud piisav enterotiilbi taielikuks muutmiseks. (Wu et al., 2011)

1.4.1 Kiudainete roll soolestiku mikrobioota funktsioonis

Soolestiku mikrobioota mitmekesisus ning funktsionaalsus soltuvad suurel maaral sellest, millised
toidukomponendid j6uavad edasiseks fermentatsiooniks jadmesoolde. Kiudained on toitained, mida
inimese enda ensiilimid ei suuda lagundada, aga mille jaoks on olemas ensiiimid soolestikku
koloniseerivatel bakteritel. Soolebakterid toodavad kiudainetest peremeesorganismile kasulikke
Uhendeid, mis on soole epiteelirakkudele tdiendavaks energiaallikaks ning langetavad soolesisu pH-
d, aktiveerivad immuunsiisteemi ja on seotud s60giisu vahendamise ning gliikoosi ainevahetusega
(Fan & Pedersen, 2021). Laaneriikide industrialiseerumisega laialt kasutusele tulnud rafineeritud
ning kiudainete ja mikrotoitainetevaene toit on aga pohjustanud olulist soolestiku mikrobioota
liigilise mitmekesisuse vdahenemist ning on seotud mitmete krooniliste haigusseisunditega nagu
poletikuline soolehaigus, rasvumine, Il tlilipi diabeet ja metaboolne siindroom (Cronin et al., 2021).
Seetdttu on kiudainerikka toidu tarbimisel oluline roll organismi ning eelkdige sooletervise
tagamisel.

1.4.2 Kiudainete jaotamine ja omadused

Codex  Alimentariuse  pohjal on  kiudained peensooles mitteseeduvad erineva
polimerisatsiooniastmega sisivesikud, mis koosnevad kolmest vdi enamast monomeerist ning
mille iheks vG6i enamaks omaduseks on suurendada véljaheite mahtu, kiirendada seedimist,
stimuleerida jdmesooles fermentatsiooni, vidhendada vere (ild- ja/vdi LDL-kolesterooli sisaldust vai
reguleerida s6omisjargset gliikoosi ja/vdi insuliini kdikumisi veres (Motarjemi, 1991).

Kiudained jaotuvad soltuvalt nende omadustest poliisahhariidideks (mitte-tarkliselised
polisahhariidid (= 10 monomeeri), resistentsed tarklised (= 10 monomeeri), resistentsed
oligosahhariidid (3-9 monomeeri) voi vees lahustuvateks ja lahustumatuteks kiudaineteks (Makki
et al, 2018). Kiudained eristuvad veel soltuvalt viskoossuse astmest seedetraktis,
fermentatsioonikiirusest ja toodetud SCFA profiilist ning valjaheite mahu suurendamise maarast
(Stephen et al., 2017). S6ltuval kiudaine struktuurist, koostisest ning veeslahustuvusest on neil ka
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erinevad funktsioonid inimese kehas ning nende degradeerimiseks ja fermenteerimiseks
spetsiifilised bakterid (Adamberg et al., 2018).

Vees lahustuvaid kiudaineid fermenteeritakse soolebakterite poolt, tootes nendest erinevaid
organismile vajalikke Ghendeid, ning olenevalt fermentatsiooni ulatustest panustavad nad ka
valjaheite mahu suurendamisesse allesjaanud kiudainete ning suurenenud mikroobide massi kaudu
(Makki et al., 2018; Pitsi, et al., 2017). Vees lahustuvusest tulenevalt on kasutusele véetud ka termin
mikrobiootale kattesaadavad susivesikud (inglise keeles microbiota-accessible carbohydrate ehk
MAC), kust on vialja arvatud lahustumatud kiudained (Cronin et al.,, 2021). Vees lahustuvate
kiudainete hulka kuuluvad resistentsed oligosahhariidid (nt inuliin, oligofruktoos ja -galaktoos) ning
sbltuvalt monomeeride arvust ning polimeeri ahela struktuurist ja koostisest mitte-tarkliselised
poliisahhariidid (nt pektiinid, psillium, B-gliikaan, guarkummi) (Stephen et al., 2017). Enamus
veeslahustuvatest mitte-tarkliselistest oligosahhariididest vdivad soolestikus moodustada geeljaid
struktuure ning vahendada difusiooni, aeglustades gliikoosi ja lipiidide imendumist ning
ensiimaatilist htidrolidsi ning vahendades s6omisjargset veresuhkru ning vere lipiidide kiiret tdusu
vOi kdikumist (Makki et al., 2018).

Vees lahustumatud kiudained omavad valjaheite mahtu suurendavat efekti, olles ahela struktuuri
poolest vaheste hargnemistega ning moodustades energiliselt soodsaimaid kristallilisi struktuure
molekulide vahel vorreldes lahustunud olekuga, mistottu on fermentatsioon keeruline ning
kiudained valjuvad soolestikust véljaheite kaudu peamiselt muutumatul kujul (Dhingra et al., 2012).
Viljaheite massi suurenemisega vaheneb kdhukinnisus ning kadadrsoolevahi tekke risk (Pitsi, et al.,
2017). Vees lahustumatud kiudained on resistentsed tarklised ning teatud hulk mitte-tarkliselisi
poliisahhariide (nt ligniin, tselluloos, osa hemitselluloose) (Stephen et al., 2017).

1.4.3 Kiudainete vajadus ning allikad

Eesti 2015. aasta toitumissoovitustes on soovituslikuks kiudainete paevaseks tarbimiskoguseks
taiskasvanutele naistele vahemalt 25 g ja meestele vahemalt 35 g ehk ligikaudu 13 g 1000 kcal kohta
(Pitsi, et al., 2017). Alates iheaastastele lastele on ligikaudselt arvutatav vanus + 7 g pdevas ning
alates kaheaastasele lastele on soovituslikuks paevaseks tarbimiskoguseks 8-13 g 1000 kcal kohta
(Pitsi, et al., 2017). Paevasest koguenergiast peaksid kiudained moodustama 3 %E (Pitsi, et al.,
2017). Keskmine industrialiseerinud Ghiskonna kodanik tarbib aga pdevas kiudaineid soovituslikust
kogusest vahem. Euroopas on meeste keskmine kiudainete pdevane tarbimiskogus vahemikus 18-
24 g ning naistel 16-20 g (Stephen et al., 2017).

Looduslikult sisaldub kiudaineid teraviljatoodetes, millest enim tdisteratoodetes, puu- ja
koogiviljades, millest enim kaunviljades, ning marjades (Pitsi, et al., 2017). Tavapérases
lddnelhiskonna dieedis on kiudainete peamisteks allikateks teraviljad véi teraviljatooted (32-49%),
seejarel puuviljad (8-23 %), koogiviljad (12-21 %) ja kartulid (6-19 %) (Stephen et al., 2017). Euroopa
Liidu maaruse nr 1924/2006 kohaselt saab toiduainet nimetada kiudaine allikaks, kui see sisaldab
vdahemalt 3 g kiudaineid 100 g kohta v&i 1,5 g kiudaineid 100 kcal kohta ning suure
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kiudainesisaldusega toiduaineks, kui see sisaldab vahemalt 6 g kiudaineid 100 g kohta vGi 3 g
kiudaineid 100 kcal kohta.

Teatud kiudained ei sisaldu kdigis kiudainerikastes toitudes. Resistentset tarklist leidub ainult
tarkliserikastes toiduainetes nagu tera-, kaun- ning mugulviljades ja toorestes puuviljades, pektiini
peamiselt puuviljades ning ka koogiviljades ja marjades, B-gliikaani ning arabinokstlaani
teraviljades nagu kaer ja oder (Makki et al., 2018; Pitsi, et al., 2017). Kiudaineid sisaldavates
toiduainetes on Uldjuhul kolmandik kiudainetest vees lahustuvad ning kaks kolmandikku
lahustumatud (Lattimer & Haub, 2010). Naiteks kaeras on kiudaineid 10,3 g/100g, millest 6,5 g on
lahustumatud ning 3,8 g lahustuvad kiudained, tooretes valgetes ubades on kiudaineid 17,7 g/100g,
millest 13,4 g on lahustumatud ning 4,3 g lahustuvad kiudained ja kiivis on kiudaineid 3,39 g/100g,
millest 2,61 g on lahustumatud ning 0,8 g lahustuvad kiudained (Dhingra et al., 2012).

1.4.4 Kiudainete fermentatsiooniproduktid

Peamisteks kiudainete bakteriaalse fermentatsiooni produktideks on lihikese ahelaga rasvhapped
dadikhape (ioonina atsetaat), propaanhape (propionaat) ning vdihape (butiiraat) (Makki et al.,
2018). Tanu nende orgaaniliste hapete tootmisele alaneb jamesoole pH, mis inhibeerib
kantserogeensete sapisoolade metaboliitide teket (Pitsi, et al., 2017) ning tduseb soole epiteeli lima
ning antimikroobsete peptiidide tootlus, toetades immuunsisteemi funktsioneerimist (Makki et al.,
2018).

Lihikese ahelaga rasvhapetel on erinevad funktsioonid ning neid toodavad voi kasutavad
substraadina erinevad bakterid. Butliraat on jamesoole epiteelirakkude peamiseks energiaallikaks
ning omab tdhtsat rolli soolestiku tervise tagamisel ning kolorektaalvahi ja koliidi ennetamisel,
osaledes rakujagunemise ja apoptoosi reguleerimises ning ka antimikroobsete peptiidide tootmise
indutseerimises (LaBouyer et al., 2022; Pitsi, et al., 2017). SCFA-d leiduvad peamiselt jadmesooles,
aga neid sisaldub ka perifeerses vereringes ja maos, kus nad kaituvad signaalimolekulidena ning
osalevad erinevates bioloogilistes protsessides (Makki et al.,, 2018). Butiiraat, atsetaat ning
propionaat vdivad kaituda signaalmolekulidena, seostudes G-valguga seotud retseptoritega, et
aktiveerida suuremat energiakasutust, alanenud soo6giisu ning tdsta glikoosi metabolismi ja
insuliini sekretsiooni (Fan & Pedersen, 2021). Butliraat aktiveerib hapnikutarbimist, tagades
anaeroobsetele bakteritele optimaalse kasvukeskkonna seedetrakti luumenis (Fan & Pedersen,
2021).

Kiudainete fermentatsiooni ulatus voib varieeruda soltuvalt soolestiku mikrobioloogilisest
koostisest, kiudainete tillbist ja keskkonnatingimustest, mistottu voib muutuda SCFA-de
tootmiskiirus ning kogus (LaBouyer et al., 2022). Lisaks mangib rolli rist-toitumise (cross-feeding)
mehhanism, mille kdigus tGhe metaboliidi tootjad toituvad ise teisest metaboliidist, naiteks
butliraati tootvad bakterid on atsetaadi tarbijad, mistottu toimub Ghe metaboliidi muundamine
teiseks (LaBouyer et al., 2022). Modotes viljaheites sisalduvat SCFA-de kontsentratsiooni, on
voimalik hinnata tasakaalu tootmishulga ning imendumiskiiruse vahel ning soole labimise aja mdju
imendumisele (LaBouyer et al., 2022).
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2 To0 eesmargid
Bakalaureusetdo eesmargid olid jargmised:

- Kiudainerikka smuuti toitumisuuringu fekaaliproovide ettevalmistus anallitsideks, pH
madramine.

- Bakterikoosluste ja orgaaniliste hapete andmete anallilisimine ja seoste leidmine bakterite
ja metaboliitide vahel.

- Bakterikoosluste, metaboliitide ning pH muutumise kaardistamine fekaaliproovides
kiudainetega rikastatud smuuti tarbimisel.
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3 Meetodid

3.1 Toitumisuuring

Toitumisuuring viidi 1abi TFTAK-i projektina 2022 aastal (PRIA projekt Number: 616219790087).
Antud bakalaureuseto6s anallisiti uuringuproove. Uuring algas uuritavate kaasamisega
toitumisuuringusse kriteeriumite alusel, milleks kandideerijad taditsid &ra eelkisimustiku
antropomeetriliste naitajate (kehamass, pikkus jm), tervisliku seisundi (haiguste olemasolu,
seedetalitlust iseloomustavad nditajad jm) ja liikumis- ning s66misharjumuste kohta. Inimeste
kaasamisel oli olulisteks valistuskriteeriumiteks, et viimase kolme kuu jooksul ei ole tarbitud
antiobiootikume, ei ole viibitud troopilistes maades ning uuritav ei esinda toitumisdarmusi ega ole
darmuslikul dieedil nagu keto- vOi paleodieedil. Eesmargiks oli kaasata inimesi, kellel on
seedetalitusega probleeme ning kellel on vdljaheite Bristoli skoor < 3, et kaardistada kiudaineterikka
toidu moju seedetalitusele. Uuringusse kaasati 41 inimest vanusevahemikus 23-52 (keskmine
vanus 36,7). Metaboliitide analiilsis kasutatavaid fekaaliproove andis 28 inimest.

Uuringus anti juhusliku jaotuse alusel (randomized cross-over design) kaheks vOrdse suurusega
grupiks jaotunud osalejatele vahelduvate perioodidega kiudainerikast osaliselt hudroliisitud
Ounapressijadgiga rikastatud smuutit, nn testsmuutit (400 g smuutit pdevas, milles sisaldus 11,6 g
kiudaineid) ning tarklisep&hist platseebosmuutit (400 g smuutit pdevas, milles sisaldus 4,8 g
kiudaineid). Esimeses grupis s6id uuritavad esimesel perioodil testtoodet ja teisel platseebotoodet
ning teises uuringugrupis vastupidi. Joonisel 1 on naha toitumisuuringu skeem.

1.08-26.09.22 kisitlus ja osalejate valimine  6.10 Baas  13.10-2.11. 1. testperiood 4.-16.11 véljapesu  17.11-7.12. 2. testperiood 9.-20.12 viljapesu

Eelkisimustike taitmine (300 inimest)
Osalejate valimine ja kutsete saatmine
Ndusoleku andmise tahtaeg

P&hiuuring (40 inimest)

Uuritava toote tarbimine G1 grupis
Platsebo tarbimine G1 grupis
Uuritava toote tarbimine G2 grupis

Platsebo tarbimine G2 grupis
Toidupaevik

L
1
Bristoli madramine
Mikrobioomiproovi kilsimustik
Mikrobicomiproov (165 rDNA)
Mikrobicomiproov (HPLC)
Vereproov

Kehakoostise madramine

Joonis 1. Toitumisuuringu skeem. Koigepealt tditsid toitumisuuringusse kaasatud inimesed (iihe
nddala jooksul toidupdevikut ja seedetalitluse kiisimustikku, mis Ioppes vere- ja
mikrobioomiproovide andmisega. Algsete s66misharjumuste kaardistamise nddalale jérgnes 3-
nddala pikkune 1. uuringuperiood, mille jooksul uuringugrupp 1 tarbis igapdevasele toidule lisaks
kiudainerikast testtoodet ja uuringugrupp 2 platseebotoodet nii, et pdevane kaloraaZ ei muutunud.
Perioodi I6pus analiilisiti uuesti dra tihe nddala toitumine ning viimasel pdeva voeti mikrobioomi- ja
vereproovid. Kahe uuringuperioodivahel oli 2-néddala pikkune viljapesuperiood, mille ajal uuritavad
ei sé6nud ei testtoodet ega platseebotoodet. Perioodi I6pus véeti samad proovid, mis esimese
perioodi l6pus. Uuringu 2. perioodi lilesehitus oli sama mis esimesel perioodil, kuid uuringugrupp 1
tarbis sel ajal platseebotoodet ja grupp 2 testtoodet. (Joonise autor: Kaarel Adamberg)



3.2 Fekaaliproovide kogumine ja proovide ettevalmistus analiiiisiks

Uuringus osalejad pidid iga perioodi |6pus tooma TFTAK laborisse roojaproovi, mille votmiseks
kasutati lusikaga roojatopsi. Proovid hoiustati kuni Gleandmiseni kilmakehaga karbis (Sarstedt,
Saksamaa), laboris hoiustati proove -80 °C juures kuni proovide ettevalmistamiseni DNA ja
metaboliitide analtusiks. Proovide ettevalmistus viidi ldbi anaeroobses kambris Concept 500 (Baker
Ruskinn UK), kus fekaaliproovid sulatati ning jaotati osadeks. Metaboliitide ja pH anallisiks voeti
ligikaudu 0,2 g ning sekveneerimisanaliilisiks vGeti ligikaudu 0,1 g proovi. Sailituskultuuri saamiseks
lisati allesjdanud proovile puhverlahust (fosfaat-puhverdatud fiisioloogiline lahus (PBS) + 5 %
dimetudlsulfoksiid (DMSO), 1-10 ml proovi kohta) ning hoiustati -80 °C juures.

3.3 Sekveneerimisanaliiiisid

Mikrobioota koostis maarati 16S rRNA piirkonna sekveneerimisega TFTAK laboris. Proovidest
ekstraheeriti DNA ja teostati PCR 16S rRNA geenide V4 hiipervarieeruvate piirkondade
amplifitseerimiseks kasutades universaalsed praimerid: F515 5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3" and
R806 5 -GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3". Raamatukogud valmistati Nextera XT DNA Library
Prepartion Kit v2 (lllumina) abil ning need kvantifitseeriti Qubit™ dsDNA HS Assay Kit abil
(kvantifitseerimisvahemik 0,2—100 ng; Thermo Fisher Scientific) vastavalt tootja juhistele. Liidetud
raamatukogud jarjestati lllumina MiSeq 2x250 v2 platvormi abil. Amplifitseeritud piirkond oli 390—
410 aluspaari pikk ja keskmine identifitseeritud jarjestuste arv proovi kohta 16597. DNA jarjestuse
andmeid anallsiti programmi BION-meta abil (www.box.com/bion) vastavalt autorite juhistele.

3.4 Metaboliitide ja pH analiiis

Metaboliitide ja pH madramiseks sulatati fekaaliproov ja jaotati osadeks. Ligikaudu 0,2 g proovi
lahjendati destilleeritud veega viis korda, tsentrifuugiti 1000 g/ 2 — 3 min ja maarati supernatandi
pH pH-meetriga Mettler Toledo, MP125 (Sveits), kasutades elektroodi InLab Pro (Mettler Toledo,
Sveits). pH-meetrit kalibreeriti puhvritega pH 4,01 ja 7,0.

Metaboliitide (orgaanilised happed, etanool, suhkrud) analiilsiks filtreeriti 5x lahjendatud ja
fuugitud proov labi 3 kDa filtri vastavalt tootja juhendile (cut-off filtrid Amicon Ultra 3K (Millipore,
UK). Proove siilitati kuni analldsimiseni -20 C juures.

Metaboliitide madramine HPLC-ga viidi ldbi TFTAK laboris. Orgaaniliste hapete (atsetaat,
propionaat, butlraat, formiaat, laktaat, suktsinaat, valeraat, isobutiiraat ja isovaleraat) andmed
saadi korgsurve-vedelikkromatograafiga (HPLC; Aliance 2795 systems; Waters), kasutades
isokraatset elueerimist 0,005 M H,SO4-ga, voolukiirusel 0,5 ml/min. Ainete lahutamiseks kasutati
BioRad HPX87H kolonni (Hercules, USA) temperatuuril 35°C. Ainete identifitseerimiseks ja
kvantifitseerimiseks kasutati refraktiivindeksi- (RI; mudel 2414, Waters) detektorit.
Detekteerimispiir oli 0,1 mM. Piikide anallilisiks kasutati Empower tarkvara (Waters), kasutades
kvantifitseerimiseks valist standardit (standardid olid olemas kdikidele tilal mainitud ihenditele).

16



3.5 Statistiline analiius

Andmeanaliiis viidi l1abi programmis Excel. Andmeanaltiisiks kasutati metaboliitide andmeid ning
bakterite andmetest sorteeriti valja osakaalud, mis olid suuremad kui maaramisviga (<0,0005).
Andmete vahendamiseks valiti anallilisimiseks enamlevinud ja suurema osakaaluga perekonnad.
Pektiiniga rikastatud smuuti moju uurimiseks vorreldi pH, hapete ja bakterite muutuseid enne ja
peale smuuti tarbimist. Statistilise olulisuse maaramiseks vorreldi bakterite ja hapete sisaldust enne
ja peale smuuti tarbimist, kasutades paari t-testi. Oluliste muutuste selekteerimisel
bakteriperekondade osakaalus arvestati sellega, et perekonna osakaal koosluses pidi olema suurem
kui 0,1 %. pH ja hapete vaheliste seoste leidmiseks leiti spearmani korrelatsioonid vaartusega, mis
olid suuremad kui 0,3. Statistiliselt oluliseks korrelatsiooniks loeti vaartused, mille puhul p < 0,05.
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4 Tulemused

4.1 Valjaheiteproovide mikroobne koostis ja pH baasperioodil

Uuringus osalejate fekaaliproovide mikrobioomianaliiiis naitas individuaalset soolekooslust. 28
osaleja proovidest tuvastati kokku 109 taksonit, mille osakaal koosluses oli suurem kui 0,1 %.
Proovides domineeriva osakaaluga taksoniteks olid Prevotella 9, Ruminococcus, Bifidobacterium,
Christensenellaceae R-7 group, Akkermansia, Dialister ning igas proovis esinenud domineerivateks
taksoniteks olid Blautia, Faecalibacterium, Bacteroides, Roseburia, Subdoligranulum, UCG-002,
Fusicatenibacter, Coprococcus, Ruminococcus torques group, Agathobacter, Dorea, Anaerostipes ja
Collinsella (joonis 2). Keskmiselt moodustasid 20 kdige arvukamat bakteriperekonna liiki 79% koigist
jarjestustest. Individuaalseid proove saab eristada domineerivate perekondade jargi, milleks oli
Blautia, Prevotella 9, Faecalibacterium, Bacteroides, Roseburia voi Akkermansia. Kuigi 19
domineerivast perekonnast 14 kuulusid Firmicutes hdimkonda, oli Bacteroidetes hdimkonda kuuluv
Prevotella 9 kdige enamates proovides suurima osakaaluga perekond. Bacteroidetes hGimkonnast
esinevad koigis proovides veel Bacteroides perekonna liigid, mille osakaal on suurim vaid proovis
CT2 (joonis 2). Firmicutes hdimkonnast on kdige enam esinev ja suurima osakaaluga perekond
Blautia, seejarel Faecalibacterium. Proovis EC2 (joonis 2) oli domineerivaks Verrucomicrobia
hdimkonnast parinev Akkermansia perekond.
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arvukamat on toodud vdlja nimeliselt. Perekondade esinemisjirjekord tulpades on sama, mis
legendil.
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Baasperioodi fekaaliproovides maarati pH ning hinnati, kas pH oli kérge (>7,7), vahemikus 7,5-7,7,
neutraalne (vahemikus 6,5-7,5) v6i madal (<6,5). Joonisel 3 on naha, et vaid Ghe proovi pH
(margitud kollasega) oli madal, 9 proovil (méargitud rohelisega) neutraalne, 6 proovil vahemikus 7,5
— 7,7 (margitud oranziga) ning 12 proovil (margitud sinisega) kérge. Nendest madalaim tulemus oli
6,3, korgeim 8,5 ning tulemuste mediaan oli 7,6.

EC2 BTS AT2 DC3 AT3 DT1 CTS DC9 ET3 CT1 CT8 CT6 CT2 DC4 BCl CT3 BC6 ATS ET7 CC9 EC6 BC4 ET1 BC3 CC7 BC7 DC6 DC8
Osalejad

85

7,

pH

~

6,

n

@

Joonis 3. Fekaaliproovide (n = 28) pH uuringu alguses. Kollasega on mdrgitud proov, mille pH < 6,5
ning rohelisega proovid vahemikus 6,5-7,5, oranZiga proovid vahemikus pH 7,5-7,7 ning sinisega
proovid, mille pH > 7,7.

4.2 Smuuti moju bakterikooslustele

Joonisel 4 on toodud 10 suurima osakaaluga bakterite perekonda, mille osakaaludes néahti
perioodide vahel olulisi muutusi.

Vorreldes baasperioodiga toimusid tarkliserikka platseebosmuuti tarbimisel olulised muutused
perekondade Bacteroides, Alistipes, Dorea, Faecalibacterium ja Ruminococcus osakaaludes. Koigi
nende bakterite hulgad muutusid samas suunas kui kiudainerikka smuuti tarbimise perioodil.
Erandiks oli perekond Alistipes, mille puhul platseebosmuuti tostis bakterite osakaalu, aga
kiudaineterikas smuuti mitte. Kiudaineterikka smuuti tarbimisel suurenes fekaaliproovides
perekondadesse Bacteroides, Lachnospira, Faecalibacterium ning Phascolarctobacterium kuuluvate
bakterite osakaal. Kiudaineterikka smuuti tarbimise tulemusel vahenes aga perekondadesse
Alistipes, Blautia, Dorea, Ruminococcus torques, Ruminococcus ja Subdoligranulum kuuluvate
bakterite osakaal soolekooslustes.
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Joonis 4. Bakterite perekonnad, mille osakaalus vdljaheiteproovides toimus olulisi muutusi smuuti
tarbimisel (igal perioodil oli proovide arv 28). OranZiga on mdrgitud osakaal baasperioodil,
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kollasega on mdrgitud osakaal pérast 3-nddalast platseebosmuuti tarbimist (400 g smuutit pdevas,
mis sisaldas 4,8 g kiudaineid) rohelisega on mérgitud osakaal pdrast 3-nédalast pektiinirikka smuuti
tarbimist (400 g smuutit pdevas, mis sisaldas 11,6 g kiudaineid).

4.3 Seosed bakterite, metaboliitide ning pH vahel

Joonistel 5-8 on vilja toodud olulised korrelatsioonid (p < 0,05) orgaaniliste hapete, pH ning valitud
bakterite vahel. Atsetaadi hulk fekaaliproovides korreleerus positiivselt Roseburia osakaaluga (r =
0,320), negatiivselt Barnesiella osakaaluga (r = -0,303) ning pH-ga (r = -0,398) (joonis 5). Butliraadi
hulk korreleerus positiivselt Roseburia osakaaluga (r = 0,325) ning negatiivselt Escherichia-Shigella
osakaaluga (r = -0,301) ja pH-ga (r = -0,546) (joonis 6). Propionaadi hulk korreleerus negatiivselt
unclassified bakteriperekondade osakaaluga (r = -0,310) ning pH-ga (r = -0,433) (joonis 7).
Fekaaliproovide pH korreleerus positiivselt Colidextribacter (r = 0,308) ja Asteroleplasma (r = 0,339)
perekonna bakterite osakaaluga (joonis 8). Seega toetab happelisem keskkond Roseburia, kuid
inhibeerib Barnesiella ja Escherichia/Shigella kasvu. Kdrgem hapete sisaldus korreleerus madalama
pH-ga, kbige tugevam oli seos butliraadi korral. pH korrelatsioon butiliraadiga oli r = -0,546,
propionaadiga r = -0,433 ning atsetaadiga r = -0,40 (joonised 5 — 8).
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Joonis 5. Korrelatsioonid viiljaheiteproovide atsetaadisisalduse ning Roseburia ja Barnesiella
osakaalude ja pH vahel (n=140). Roseburia: r = 0,320, p < 0,001; Barnesiella: r = -0,303, p < 0,001;
pH:r=-0,398, p <0,001.
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Joonis 6. Korrelatsioonid vdljaheiteproovide butliraadisisalduse ning Roseburia ja Escherichia-
Schigella osakaalude ja pH vahel (n=140). Roseburia: r = 0,325, p < 0,001; Escherichia-Shigella: r = -
0,302, p < 0,001; pH: r =-0,546; p < 0,001.
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Joonis 7. Korrelatsioonid  viljaheiteproovide  propionaadisisalduse ning  unclassified
bakteriperekondade osakaalude ja pH vahel (n=140). Unclassified: r = - 0,310, p < 0,001; pH: r = -
0,433, p < 0,001.
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Joonis 8. Korrelatsioonid viljaheiteproovide pH ning Colidextribacter ja Asteroleplasma osakaalude
vahel (n=140). Colidextribacter: r = 0,308, p < 0,001; Asteroleplasma: r = 0,339, p < 0,001.

Hapete ja pH muutuste tdpsemaks anallitisiks jaotati uuritavad baasperioodi fekaalse pH alusel
gruppidesse. Eeldati, et algselt kérge pH-ga uuritavatel on selgemalt naha kiudainerikka smuuti
tarbimise mdéju valjaheite pH-le ja hapete sisaldusele, mis ei ilmne nii selgelt normaalvahemikus pH
puhul. Seet6ttu vorreldi pH ja hapete muutust osalejate vahel, kelle baasproovi fekaalne pH oli
suurem kui 7,7 nende osalejatega, kelle baasproovi pH oli vahemikus 6,5-7,5. Nende kahe grupi pH
ning hapete muutused smuuti tarbimisel on toodud joonistel 9 ja 10. Kérge pH-ga grupis toimusid
muutused pH alanemise (keskmiselt kuni pH 7,6) ning k&igi kolme happe sisalduse tGusu suunas
(joonis 9). Normaalse pH-ga grupis toimus smuuti tarbimise tulemusel pH tdus keskmiselt kuni 7,6-
ni ning buttraadi sisalduse langus keskmiselt kuni 8,3 pumol/g-ni (joonis 10). Langes ka atsetaadi
ning propionaadi sisaldus, aga need muutused polnud statistiliselt olulised. Nii hapete sisaldused
kui ka pH-d kahe grupi vahel Ghtlustusid kiudainete tarbimise tulemusena.
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Joonis 9. Fekaaliproovide pH, atsetaadi, butiiraadi ning propionaadi sisalduste muutused smuuti
tarbimisel uuritavatel, kelle baasperioodi fekaaliproovi pH oli kbrgem kui 7,7 (n = 11). Smuuti 1
proovid véeti pdrast 3-nddalast platseebosmuuti tarbimist (400 g smuutit pdevas, mis sisaldas 4,8
g kiudaineid). Smuuti 2 proovid véeti pdrast 3-nddalast pektiinirikka smuuti tarbimist (400 g smuutit
pdevas, mis sisaldas 11,6 g kiudaineid). pH: (baas vs smuuti 2) p = 0,018; atsetaat: (baas vs smuuti
2) p = 0,014; butiiraat: (baas vs smuuti 2) p = 0,024; propionaat: (baas vs smuuti 2) p = 0,024.
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Joonis 10. Fekaaliproovide pH, atsetaadi, butiiraadi ning propionaadi sisalduste muutused smuuti
tarbimisel uuritavatel, kelle baasperioodi fekaaliproovi pH oli vahemikus 6,5-7,5 (n = 9). Smuuti 1
proovid véeti pdrast 3-nddalast platseebosmuuti tarbimist (400 g smuutit pdevas, mis sisaldas 4,8
g kiudaineid). Smuuti 2 proovid véeti pdrast 3-nddalast pektiinirikka smuuti tarbimist (400 g smuutit
pdevas, mis sisaldas 11,6 g kiudaineid). ). pH: (baas vs smuuti 2) p = 0,035; atsetaat: (baas vs smuuti
2) p = 0,13; butiiraat: (baas vs smuuti 2) p = 0,055; propionaat: (baas vs smuuti 2) p = 0,3.
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5 Arutelu

Soolebakterite kooslus on oluline inimese tervisele, mojutades ainevahetust, immuunsiisteemi ja
isegi aju tood (Fan & Pedersen, 2021). Seedumatute kiudainete lagundajatena toodavad bakterid
paljusid olulisi ainevahetusprodukte, millest enim uuritud on lihikese ahelaga rasvhapped (SCFA).
On naidatud, et SCFA kdrgem osakaal sooles on iseloomulik madalama pdletikuliste haiguste
esinemissagedusele, kiiremale soole ldbikaigule, paremale gliikoosi ning lipiidide metabolismile ja
normaalkaalule (Al Bander et al.,, 2020). Soolemikrobioota véime lagundada kiudaineid ning
toodetud hapete hulk séltuvad bakteriaalsest koostisest, mis on otseselt seotud toiduga, peamiselt
kiudainete sisaldusega selles. Seet6ttu on kiudainete sisalduse tGstmine toidus votmetegur parema
sooletervise tagamisel. Antud t60s analliUsiti valjaheiteproovide bakterikooslusi, orgaaniliste
hapete sisaldusi ja pH-d, et selgitada, kuidas mdjutab jamesoole kooslusi ja nende ainevahetust

kiudainerikka smuuti tarbimine kolme nadalal jooksul.
5.1 Kiudainete mdju soolemikrobiootale

Kiudainete sisalduse tdstmine menlils muutis fekaaliproovide bakterikooslust juba kolme
nadalaga. Pektiinirikka smuuti tarbimisel suurenesid oluliselt perekondadesse Bacteroides,
Lachnospira, Faecalibacterium ning Phascolarctobacterium kuuluvate bakterite osakaalud (joonis
4). Lachnospira ning Faecalibacterium perekondade osakaalu tdus vGib tuleneda pektiini
lagundavate liikide Lachnospira pectinoschiza ning F. prausnitzii kasvust (Bang et al., 2018; Flint et
al.,, 2012). Pektiini lagundamist labiviivad ensiimid on ka mitmed perekonna Bacteroides
esindajatel (Flint et al., 2012). Fermentatsioonil toodetud atsetaat on substraadiks butlraati
tootvatele bakteritele, mistdttu vdib Faecalibacteriumi osakaalu veelgi suureneda kasutades
atsetaati energiaallikana. Kuna Bacteroides vaib sisivesikutest toota suktsinaati, siis vGib vastava
happe tarbijana olla Phascolarctobacteriumi osakaalu tdus seotud Bacteroidese kasvuga (Wu et al.,
2017). See on oluline tulemus, sest suktsinaadi akumuleerumine soolestikus tekitab kdhulahtisust,
aga Phascolarctobacterium kasutab seda substraadina, et toota peremeesorganismi tervist
toetavat propionaati (lkeyama et al., 2020).

Smuuti tarbimise tulemusel vdahenes fekaaliproovides perekondadesse Alistipes, Blautia, Dorea,
Ruminococcus torques group, Ruminococcus ja Subdoligranulum kuuluvate bakterite osakaal (joonis
4). Bang et al., (2018) in vitro katsetes uuriti pektiini mdju soolemikrobiootale ning leiti, et pektiini
fermentatsiooni tulemusel vdahenes oluliselt Blautia ning Ruminococcuse osakaal, aga téusis Dorea
osakaal. Bolte et al., (2021) uurisid seost pikaajaliste toitumisharjumuste ja soolestiku mikrobioota
vahel ning leidsid, et madala kiudainesisaldusega ning loomsete valkude ja rasvade rikka
toitumisega on seotud Blautia, Ruminococcuse ja Alistipes bakterite osakaalu tdus. Perekonna
Dorea liigid, millel vdivad olla substraadist ning liigist sdltuvalt pdletikku soodustavad v6i alandavad
omadused, toodavad gaase, mida Blautia tarbib (Shahi et al., 2017). SeetGttu vois Blautia osakaalu
langemine smuutiuuringus olla méjutatud kiudaineid mittelagundava Dorea vahenemisest.

Selles t66s nahtud olulise osakaalu vahenemisega bakteritest on Alistipes, Blautia, Dorea ning
Ruminococcus torques group liike seostatud erinevate poletikuliste haigustega (Liu et al., s.a ; Parker
et al., 2020; Vinelli et al., 2022). Samas perekonnas vdib aga olla nii haiguste arengut soodustavaid
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kui ka haigusi ennetavaid liike. Naiteks on atsetaati tootvate Blautia liikide osakaalu vahenemist
sooles naidatud Ulekaalu korral, kuid osakaalu kasvu vorreldes tervete inimestega pdletikuliste
soolehaiguse korral (Liu et al., s.a.). Selleks, et teha jareldusi smuuti mojust haigusi soodustavate
bakterite osakaalu langemisele, tuleks anallilisida tulemusi liigi tasemel, aga meie t66 andmed on
piiritletud perekonna tasemega.

5.2 Kiudainete moju fekaalsele pH-le ja orgaaniliste hapete sisaldusele

pH-d kui lihtsalt ja kiirelt mG6detavat parameetrit on soolemikrobioomi uuringutes vahe kasutatud.
Samas annab see infot toitumise, mikroobikoosluse, ainevahetuse ja laiemalt sooletervise kohta.
Pidevalt korged (aluselised) pH naidud korreleeruvad péérdvérdeliselt fekaalis sisalduvate SCFA-de
ja buttiraadi kogusega ning viitavad vajadusele muuta toitumist (LaBouyer et al., 2022). LaBouyer
et al. (2022) analiiUsisid fekaalse pH ning hapete vahelisi seoseid ning leidsid, et kdrge pH-ga
proovides oli suurem valkude metabolismiproduktide (iso-butliraadi ja iso-valeraadi) osakaal, mis
on iseloomulik kiudainevaesele ja loomsete valkude rikkale dieedile. Madalama pH-ga proovid, mis
on seotud kiudainerikka toitumisega, sisaldasid suuremas koguses SCFA-sid, millest eriti oluliselt
tousis butiliraadi sisaldus. See-eest toimus aga SCFA-de osakaalu tdusuga atsetaadi osakaalu
vahenemine, mis voib olla seotud atsetaadi kui substraadi kasutamisega butiiraadi tootmiseks.
Atsetaadil ning propionaadil aga puudus pH-ga oluline korrelatsioon. Viidatud uuringu tulemused
langevad Uldiselt kokku ka meie uuringus nahtud muutustega. Tugev korrelatsioon pH ning
butiraadi vahel (r=-0,546) (joonis 6), aga ka pH ning propionaadi (r = -0,433) (joonis 7) ja atsetaadi
vahel (r = -0,398) (joonis 5), tahendab kdigi kolme happe kdrgemaid sisaldusi madalama pH juures.

Summaarses hapete koguses ega happesuses ei toimunud statistiliselt olulisi muutusi kiudainerikka
smuuti tarbimisel vorreldes baasperioodiga. Olulisi muutusi ndhti aga siis, kui andmeid vaadeldi
eraldi kahes grupis, millest esimese moodustavad kdrge baasproovi pH-ga (pH > 7,7) ning teise
normaalvahemikus baasproovi pH-ga (pH 6,5-7,5) osalejad. KGrge pH-ga grupi proovide pH langes
ning atsetaadi, propionaadi ning butiiraadi sisaldus neis tdusis smuutiperioodi |Gpuks (joonis 9).
Normaalvahemikus pH-ga grupis sama smuuti tarbimisel pH tdusis ning butiiraadi sisaldus langes
(joonis 10). Normaalse pH grupi tulemustest vdib oletada, et vérdlemisi suures koguses (400
g/péaevas) pektiinirikka smuuti tarbimise ajal vdhenes muude kiudainerikaste toitude tarbimine ning
seet6ttu toimus pH téus. Samas jai pH selles grupis normaalsesse vahemikku ja butiiraadisisaldus
jai siiski korgemaks kui esimeses grupis. Seega naitavad tulemused, et pektiinirikkal smuutil oli

oluline mgju soolesisu pH-le ning hapete tootlusele.
5.3 Seosed soolebakterite, pH ja orgaaniliste hapete vahel

Bakteritest korreleerusid pH-ga Colidextribacter ning Asteroleplasma (joonis 8), mille osakaal oli
suurem kérgema pH juures. Nendest on Colidextribacter seostatud poletikku pohjustavate
metaboliitide tootmisega (Kang et al., 2022). Raba et al.(2021) in vitro katsetes leiti, et pH-I ile 7,5
suurenes valke metaboliseerivate bakterite osakaal (Clostridium, Escherichia) ning vdhenes
butiraadi tootjate osakaal (Faecalibacterium, Blautia, Lachnospira). Kuigi kaesolevas
toitumisuuringus ei leitud olulisi korrelatsioone pH ning oluliste SCFA-de tootjate vahel, naitasid
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saadud tulemused, et kdrgema pH juures t6useb potentsiaalselt poletikku pShjustavate bakterite
osakaal.

Meie uuringus nahti ka olulisi seoseid SCFA-de ning bakterite vahel. Leiti positiivne korrelatsioon
olulise butliraaditootja Roseburia ja atsetaadi ning butiiraadi sisalduste vahel kiudainerikka smuuti
tarbimise tulemusena (joonised 5 ja 6). Seost Roseburia osakaalu tdusu ning kiudainerikka toidu
tarbimisega on nahtud ka varasemates uuringutes (Adamberg et al., 2020; LaBouyer et al., 2022).
Atsetaadi sisalduse tous oli aga negatiivses korrelatsioonis Barnesiellaga (joonis 5) ning butiiraat
negatiivses korrelatsioonis Escherichia-Schigellaga (joonis 6). Kdrgema pH juures tdusis valke
metaboliseerivate Escherichia grupi bakterite osakaal ka in vitro katsetes fekaalikoolsusega (Raba
et al. 2021), kui arvestada sellega, et SCFA-de tGus on negatiivses korrelatsioonis pH-ga. Need
tulemused naitavad, et kiudainete suuremal tarbimisel kasvab butiraati tootvate bakterite osakaal
soolestikus ning alaneb valke metaboliseerivate bakterite osakaal. Propionaadi puhul oli olulist
korrelatsiooni naha ainult unclassified perekonna bakteritega (joonis 7), mis ei voimalda teha
jareldusi moju kohta konkreetsetele bakteritele.

Kokkuvétteks voib 6elda, et soolebakterite koosluse ja happesuse vahelised seosed on keerulised
ja tihti ei ole ndha tugevaid, statistiliselt olulisi seoseid kahe parameetri vahel. Mikroobide
ainevahetus on reeglina mitme-etapiline. Mikroobikooslused pultavad sdilitada tasakaalu, et
olulised funktsioonid saaksid tadidetud. See tdhendab, et bakterikooslus véib muutuda teatud
vahemikus nii, et ainevahetusprotsessid péhimetaboliitide osas ei muutu. Samas nahti ka teatud
bakterite ja metaboliitide muutuste vahel olulisi seoseid. Samuti ndidati ara, et toiduainete mdju
uurimisel on oluline fekaalse pH vaartus ja hapete kontsentratsioonid enne uuringu alustamist, et
naidata, kas uue toiduainega saab kooslust mojutada voi mitte. Samuti tuleb inimuuuringutes
arvestada sellega, et kiudainete mdju on indiviuaalne, et osad inimesed ehk nende soolekooslused
reageerivad kiudainetele (nn responders) ja teised mitte (non-responders).
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6 Jareldused

Pektiinirikka smuuti tarbimine

- tostab oluliselt kiudaineid lagundavate ning orgaanilisi happeid tootvate
bakteriperekondade osakaalu (Roseburia, Lachnospira, Faecalibacterium),

- vahendab valkude metabolismiga seotud ning domineerivaks muutumise korral mitmete
haigustega seostatud bakterite osakaalu (Ruminococcus torques group, Alistipes, Shigella,
Escherichia, Colidextribacter, Dorea),

- korge fekaalse baas-pH korral langetab pH-d sooles labi atsetaadi, butliraadi ning
propionaadi tootmise soolekoosluse poolt.
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Kokkuvote

Selles bakalaureuset66s anallUsiti toitumisuuringust saadud fekaaliproove eesmaérgiga vilja
selgitada, kuidas muutub soolemikrobioota koostis, orgaaniliste hapete muster ja pH kiudainete
hulga tdstmisel meniis. Uurides kiudainetega rikastastatud smuuti tarbimise mdju uuritavate
fekaaliproovide mikroobsele kooslustele jareldus, et pektiinirikka smuuti tarbimine tostis oluliselt
kiudaineid lagundavate ning orgaanilisi happeid tootvate bakteriperekondade osakaalu (Roseburia,
Lachnospira, Faecalibacterium). Samal ajal vahenes valkude metabolismiga seotud ning
domineerivaks muutumise korral mitmete haigustega seostatud bakterite osakaal (Ruminococcus
torques group, Alistipes, Shigella, Escherichia, Colidextribacter, Dorea).

Bakterikoosluses ndhti muutusi, mis pohinesid bakterite vahelisel rist-toitumisel. Kiudainete
suuremal tarbimisel tdusis oluliselt Phascolarctobacteriumi bakterite osakaalu tdus, kuigi tegu pole
kiudainete vaid suksinaadi tarbijaga. Kiudainete moju vois Phascolarctobacteriumile aga mdéjuda
labi suksinaati tootva Bacteroidese, mille osakaal tdusis oluliselt kiudainerikka smuuti tarbimisel.

Kiudainerikas dieet on seotud soole luumeni pH alanemise ning orgaaniliste hapete tootluse
téusuga. Inimestel, kellel uuringusse sisenedes oli fekaaliproovide pH kdorge (pH > 7,7) nagime
pektiinirikka smuuti tarbimise tulemusena olulist pH langust ning atsetaadi, butliraadi ning
propionaadi sisalduse téusu fekaaliproovides. Soolevalendiku pH omab olulist m&ju orgaaniliste
hapete tootlusele. Analiilisides toitumisuuringu fekaaliproovide pH ning hapete sisalduse suhet
nahti, et pH alanemine soodustab happeid tootvate bakterite kasvu. Orgaaniliste hapete tootlus
sOltub bakterite kooslusest ning omakorda mdjutab seda, toetades osade bakterite kasvu ning
mojudes teistele inhibeerivalt. Atsetaadi ning butiraadi sisalduse tdus proovides korreleerus
positiivselt inimese tervise jaoks olulist rolli omava Roseburiaga. Atsetaadi tootluse tdus mdjus
inhibeerivalt Barnesiellale ning butliraat Escherichia-Shigellale.
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