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1. WSTEP

Bariera jelitowa stanowi ztozong strukture i sktada si¢ z 4 warstw, w sktad ktérych wchodza
mikroroorganizmy jelitowe, ochronna warstwa §luzu i mucyny, nablonka jelitowego oraz
komoérek ukladu krwiono$nego, immunologicznego, chlonnego, nerwowego. W pierwszej
warstwie - najbardziej wewngtrznej, zgromadzona  jest mikrobiota  jelitowa,
w skiad ktorej wchodzg bakterie beztlenowe, tlenowe, drozdze, wirusy, archeony [Takiishi et al.
2017]. Mikorbiota jelitowa spelnia wiele istotnych funkcji dla zycia i zdrowia czlowieka.
Najwazniejsze funkcje to aktywizacja uktadu odpornosciowego, modulacja ekspresji genow
odpowiadajacych za wspomaganie bariery jelitowej 1 angiogenezy, procesOw trawienia
1 wchianiania, rozktadu znajdujacych si¢ w pokarmie toksyn 1 innych substancji kancerogennych,
wchlanianie mikroelementoéw [Blaut 2015]. Ponadto, mikrobiota jelitowa odpowiada za produkcje
substancji przeciwbakteryjnych zwanych bakteriocynami oraz pobudzenie organizmu gospodarza
do syntezy czynnikow przeciwbakteryjnych AMPs (ang. Antimicrobial peptides), tj. defensyn czy
lektyn typu C [Wehkamp et al. 2009]. Mikrobiota jelitowa uczestniczy w utrzymaniu homeostazy
energetycznej organizmu, poniewaz enzymy bakteryjne umozliwiajg przeksztalcanie blonnika
1 mucyny jelitowej w inne fatwo przyswajalne substancje, np. cukry proste czy krétkotancuchowe
kwasy tluszczowe (SFCA, ang. short chain fatty acid), dzigki ktérym dostarczane jest okoto
5-15% energii z pozywienia oraz dostarczane sg substraty odzywcze dla nablonka jelitowego,
przyczyniajac si¢ do jego wzrostu i usprawnienia funkcji ochronnej bariery jelitowej. Dodatkowo
bakterie jelitowe, wytwarzajace hydrolazy, wplywaja na metabolizm tluszczow w watrobie, przez
co posrednio oddziatujg na przemiany cholesterolu i kwaséw tluszczowych [den Besten et al. 2013
Krotkotancuchowe kwasy thuszczowe wytworzone przez mikrobiote jelitowg posiadajg rowniez
wlasciwosci immunomodulujgce, co sprawia ze wiele nieprawidlowych reakcji zapalnych
inhibowanych jest na poziomie bariery jelitowej. Mikrobiota jelitowa wplywa rowniez na
dojrzewanie 1 roznicowanie si¢ limfocytow naiwnych w limfocyty regulatorowe (Treg),
utrzymywanie rownowagi cytokinowej, procesy immunotolerancji oraz tolerancji pokarmowej
[Qian et al. 2017; Chassaing et al. 2017; Ojeda et al. 2016]. Mikroorganizmy bytujace
w przewodzie pokarmowym w drodze fermentacji uczestniczag w rozkladzie niestrawionych
resztek pokarmowych, a produkty tych przemian odzywiaja komorki nablonka jelitowego
1 determinuja jego parametry morfologiczne, tj. liczbe komorek wysScietajacych kosmki
1w kryptach. Szczeg6lng role odgrywa w tym aspekcie odgrywa produkcja maslanu przez bakterie
Faecalibacterium prausnitzii, z rodzaju Clostridium oraz Butyrivibrio i Eubacterium [Ferreira-
Halder 2017]. Ponadto mikrobiota jelitowa wspomaga perystaltyke jelit oraz uczestniczy

w biosyntezie witaminy K, B1, B6, B12, kwasu foliowego [Rowland et al. 2017]



Badania molekularne mikrobioty pokazuja, ze wickszos¢ bakterii jelitowych nadal pozostaje
niezidentyfikowanych. W sklad mikrobioty jelitowej zasiedlajacej przewdd pokarmowy
czlowieka wchodza komorki bakterii typu Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria
I Actinobacteria (stanowia okoto 99%) oraz grzyby najczesciej Candida albicans, wirusy
i archeony [Lopez — Legarrea et. al 2014]. Laczna liczba bakterii tworzacych mikrobiote jelitowa
czlowieka stanowi okolo 10%* komorek [Cukrowska , Klewicka 2014]. Zréznicowanie bakterii
zasiedlajacych przewdd pokarmowy zard6wno na poziomie gatunku, jak i pomigdzy gatunkami,
jest obecnie oceniane za pomocg nowoczesnych metod molekularnych stosowanych
w metagenomice (nauka zajmujgca si¢ badaniem gendéw zawartych w ludzkim i bakteryjnym
genomie) [Eckburg et. al 2005]. Mikrobiota jelitowa posiada zdolno$¢ do odbierania zarowno
sygnatow fizjochemicznych, jak np. pH, obecnosci skladnikéw pokarmowych, ci$nienia
osmotycznego, jak rowniez rozpuszczalnych i strukturalnych skladnikéw organizmu, jak np.
sktadowych powierzchni jego komorki, stanu mikrosrodowiska, obecnosci komorek 1 zwigzkow
ukfadu immunologicznego, produktéw uszkodzenia tkanek. Sygnaty srodowiskowe zbierane sg na
powierzchni komorki bakteryjnej, transportowane sg do cytoplazmy i przetwarzane przez system,
znany jako quorum sensing. Bakterie wykorzystujg ten sposob komunikacji nie tylko do
kontrolowania swojej populacji, ale rowniez do odpowiedzi na czynniki gospodarza uwolnione
np. w nastepstwie uszkodzenia jego tkanek, elementy uktadu odpornosciowego, koncowe
produkty niedotlenienia tkanek. Sygnaty wysytane do komoérek gospodarza wplywaja na ekspresje
okreslonych jego gendow 1 wytwarzania struktur i czynnikéw korzystnych dla stabilizacji
bakteryjnej wspolnoty. Zatem, odpowiedz ze strony gospodarza nie zalezy tylko od potencjalnych
cech kodowanych w bakteryjnym genomie, ale rowniez od proceséw na poziomie molekularnym
towarzyszacym relacjom bakterie-gospodarz, ich dynamiki i przestrzeni, w ktorej maja miejsce,

jak réwniez czasu ich trwania [Lutgendorff et al. 2008].

Mikrobiota jelitowa u czlowieka, ksztaltuje si¢ w pierwszych 1000 dni od narodzin.
O réznorodnosci osobniczej mikrobiomu zasiedlajacego organizm noworodka decydujg czynniki
srodowiskowe takie, jak rodzaj porodu, karmienie piersig, przebyte infekcje, dieta, ilos¢
rodzenstwa, higienizacja otoczenia, przynaleznos¢ do grupy etnicznej. Po tym okresie utrwalony
sklad ekosystemu mikrobioty jelitowej nie ulega juz zasadniczym zmianom 1 staje si¢

podstawowym rdzeniem mikrobiomu danego organizmu [Lopez — Legarr et. al 2014].



Tabela 1. Dominujaca mikrobiota jelitowa u czlowieka

Typ  Gromada [phyla] Rodzaj [genus] Gatunek
Bacteroidetes. [30%] Bacteroides Bacteroides spp.
Actinobacteria Bifidobacterium Bifidobacterium spp.
Firmicutes Clostridium Clostridium sp.
Eubacterium Eubacterium sp.
% Lactobacillus Lactobacillus spp.
@ Lactobacillus H202 - Lactobacillus
E Peptostreptococcus Peptostreptococcus sp.
Peptococcus Peptococcus sp.
Ruminoccoccus Ruminococcus sp.
Faecalibacterium Faecalibacterium prausnitzii
Akkermansia Akkermansia muciniphila
% Firmicutes Enterococcus Enterococcus sp.
é Staphylococcus Staphylococcus sp
" Proteobacteria Escherichia Escherichia coli
Escherichia Escherichia coli Biovare
Proteus Proteus spp.
Pseudomonas Pseudomonas spp.
Enterococcus Enterococcus spp.

Inne proteolityczne bakterie

Sprawnie funkcjonujacy ekosystem jelitowy wplywa nie tylko na zachowanie zdrowia, ale
rowniez zdolnosci wysitkowe sportowca [Cerda et al. 2016]. Wykazano bowiem, ze wystepujace
podczas wysitku fizycznego niedokrwienie jelit z pojawiajacym si¢ odwodnieniem i zaburzong
osmolalno$cia pltyndw ustrojowych 1 motoryka jelit, znaczaco wplywa na zmiang
przepuszczalno$ci bariery jelitowej sportowca [Wang et al. 2012]. Powyzsze zmiany w obrgbie
bariery jelitowej zwigzane sg z redystrybucja krwi z jelit do kragzenia obwodowego w celu jej
schlodzenia, za co odpowiedzialny jest, przynajmniej czgsciowo, zachodzacy w czasie wysitku
fizycznego wzrost temperatury wewnetrznej organizmu sportowca [Pyne et al. 2014]. Z czasem
podrazniona bariera jelitowa moze traci¢ swoja zdolno$¢ do selektywnego przepuszczania
substancji do uktadu krwiono$nego, gtéwnie z powodu uszkodzenia polaczen §cistych pomigdzy

enterocytami - tight junction (TJ) [Ulluwishewa et al. 2011]. Dodatkowo uog6lniony stan zapalny
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wystepujacy u sportowcOw wysokiego wyczynu, moze nasilaé przepuszczalnosc jelita zwigzang
z ostabieniem (TJ) [Fasano 2011]. Ostabiona funkcja bariery jelitowej powoduje przedostawanie
si¢ ze $wiatla jelita do krwioobiegu, nie tylko catych bakterii czy lipopolisacharydow
wystepujacych w blonie komodrkowej bakterii Gram-ujemnych (LPS), ale takze wigkszych
molekut i niestrawionych sktadnikow pokarmowych. W takim przypadku organizm traktuje je
jako szkodliwe, aktywujac odpowiedz immunologiczna. Antygeny lub kompleksy
immunologiczne, kumuluja si¢ w tkankach obwodowych, powodujac miejscowe stany zapalne,
czego konsekwencja moze by¢ wzrost produkeji cytokin prozapalnych (IL-1,IL-6,TFN-a) oraz
rozwdj alergii 1gG — zaleznej (op6znionej) [Cenit et al. 2015; Jeukendrup et al. 2000]. Wystapienie
dolegliwosci wynikajacych ze zmienionej przesigkliwosci jelit, moze nie tylko utrudniac, ale

nawet uniemozliwi¢ rozwdj kariery sportowej zawodnika [Clark et al. 2016].

Jednym =z istotnych czynnikow wpltywajacych na zmian¢ mikrobioty jelitowe;j
u sportowcow jest modyfikacja diety, determinujaca dostepnos¢ makrosktadnikéw pokarmowych
[Marlicz et al. 2015]. Zmieniony okreslong dietg profil i aktywno$¢ metaboliczna mikrobioty
jelitowej, w szczegoInosci wysoka podaza bialka czy weglowodandw wplywa na funkcjonowanie
enzymow trawiennych, ph tresci pokarmowej oraz zmiany funkcji bariery jelitowej, a tym samym
produkcje mediatorow zapalnych i przeciwzapalnych zaburzajacych istotnie nie tylko metabolizm,
ale i zdrowie sportowca. Wedtug Amerykanskiego Stowarzyszenia Dietetycznego (ADA) zlecane
jest sportowcom wysokie spozycie cukrow prostych w positkach i przekgskach, wiloéci od 6 do
10 g/kilogram masy ciata na dobe, w celu utrzymania wysokiego poziomu glukozy we krwi
i glikogenu przy jednocze$nie niskiej podazy blonnika, aby przyspieszy¢ oproznianie zolgdka
I zminimalizowa¢ ryzyko zaburzen gastrycznych. Taka modyfikacja diety sporowcow moze
redukowac¢ syntez¢ krotkotancuchowych kwasow tluszczowych, zmienia¢ pH tresci jelit, i tym
samym zaburza¢ absorpcje zwigzkéw mineralnych poprzez zmiane ich rozpuszczalnosci [Conlon

et al.2015].

Roéwniez zwigkszona podaz biatka w diecie zawodnikéw uprawiajacych dyscypliny
szybkosciowo-sitowe moze decydowac o zmianie profilu mikrobioty jelitowej, produkcji cytokin
pro- i przeciwzapalnych i w konsekwencji funkcji bariery jelitowej [Mach et al. 2017].
W dostepnej literaturze przedmiotu, wyniki badan wskazuja, ze wérdd zawodnikéw dyscyplin
sifowych najczesciej przekraczane sa rekomendacje dotyczace podazy biatka dla sportowcow
[Rankin, et al. 2004]. Odnotowano, ze u sportowcoéw dyscyplin sifowych podaz biatka
w diecie wynosi od 1.9 do 4.3 g/kg m.c. /dzien [Spendlove et al. 2015]. Wykorzystywanie bialek

jako zrodla energii na drodze fermentacji biatkowej przez bakterie proteolityczne zachodzi tylko,
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przy niskiej podazy weglowodandw [Scott et al. 2014]. Produktami fermentacji biatkowej sa:
SCFA, kwasy tluszczowe o rozgalgzionych tancuchach (BCFA; branched chain fatty acids),
wodor oraz CO2, jednak przemianom tym towarzyszy zwigkszona zwigzkéw toksycznych, takie
jak: amoniak, aminy, zwigzki fenolowe i indolowe, ktore najczgsciej podlegaja reakcji sprzegania
z siarczanami albo glukuronidami w watrobie, a nastepnie Wydzielane sa wraz z z6tcig i wydalane
z organizmu z moczem. Jednak cz¢$¢ z tych zwigzkow moze podlega¢ hydrolizie w jelicie grubym
przez mikroorganizmy jelitowe, co powoduje ich uwolnienie. Proces ten jednak zalezy, nie tylko
od stosowanej diety, ale takze od aktywnosci sekrecyjnej przewodu pokarmowego, wydzielania
gruczotow dokrewnych oraz skladu ilosciowego i jakosciowego mikrobioty jelitowej [Clark et al.
2016]. Metabolity bakteryjne, pochodzace z aminokwaséw, zostaly tylko czesciowo
scharakteryzowane, jednak wyniki badan wskazuja, ze stosowanie diety wysokobiatkowej (HPD),
moze by¢ niebezpieczne ze wzgledu na zmiane ekspresji genow komorek okreznicy, bakterii
fermentujgcych biatka oraz powstajacych metabolitoéw [Chunlong et al. 2016]. Ponadto, nasilenie
procesow fermentacyjnych w jelicie sportowca powoduje wzdecia, zaparcia, klucia w boku, parcie
na stolec, biegunki, krwawienie jelitowe, przewlekle zapalenie blony Sluzowej o niewielkim
nasileniu, zaburzenie bariery jelitowej oraz moze mie¢ znaczenie W czgsto spotykanym
u sportowcoOw dyscyplin sitowych rozwojem tradzika [Veith et al. 2010]. Wyniki badan wskazuja,
ze zmiana diety u sportowcow, z nisko- na wysokotluszczows, moze réwniez niekorzystne
wplywa¢ na zmiang profilu mikrobioty jelitowej [Kubeck et al. 2016].

Sportowcy wysokiego wyczynu stanowig grupe szczegdlnie narazong na zaburzenie
mikrobioty jelitowej ze wzgledu na zwiekszone ryzyko doznania stresu spowodowanego
nadmiernym wysitkiem fizycznym i niewystarczajgcym odpoczynkiem [Purvis et al. 2010].
Wysoki poziom stresu fizycznego i1 psychicznego obserwuje si¢ szczeg6lnie w dyscyplinach
o charakterze wytrzymatosciowym, w ktorych wysitek fizyczny jest najczesciej wykonywany 2-6
godzin dziennie, przez 6 dni w tygodniu, przez kilka tygodni [Mackinnon 2000]. Juz we
wczesnym etapie przewleklego stresu fizycznego i psychicznego u sportowcoéw wykazano
zwickszong aktywno$¢ osi podwzgoérze-przysadka — nadnercza (HPA), manifestujaca sie
wzmozonym wydzielaniem hormonu adenokortykotropowego (ACTH) stymulowanym przez
wydzielang w podwzgérzu kortykoliberyne (CRF) [Clark 2016]. Wyniki badan wykazaty, ze
wysokie stezenie uwalnianego neurotransmitera (CRF) istotnie wptywa na zwigkszenie
przepuszczalnosci bariery jelitowej [Collins et al. 2012] . Uwalniany pod wptywem stresu kortyzol
przez (HPA) wptywa na komorki immunologiczne, ktdre zmieniaja profil wydzielanych cytokin
oraz sktad i funkcje mikrobioty jelitowej [Carabotti et al. 2015]. Stres u sportowcoOw podwyzsza

rowniez aktywnos$¢ autonomicznego ukladu nerwowego (ANS), co powoduje neuronalne



uwalnianie noradrenaliny (NE) i innych neuroprzekaznikow w tkankach obwodowych, migdzy
innymi, przewodzie pokarmowym [Ulrich-Lai et al. 2009]. Jelita wraz z mikrobiota jelitowa
komunikuja si¢ z centralnym ukladem nerwowym (OUN) poprzez szlaki nerwowe,
immunologiczne oraz hormonalne [Bienenstosk et al. 2015]. Istotng lini¢ komunikacyjng
pomigdzy mikrobiotg jelitowg a OUN zapewnia nerw bledny (n.X), stanowigcy przywspoiczulne
odgatezienie AUN [Eisenstein M., 2016]. Poza polaczeniem neurohormonalnym, odrebng forma
komunikacji osi mozg — jelita stanowiga hormony wydzielane prze jelita oraz metabolity
produkowane przez mikrobiotg jelitowa tj. kwas gamma aminomastowy (GABA), neuropeptyd Y,

dopamina oraz SCFA i tryptofan [Marchesi et al. 2016].

Ponadto u sportowcoéw procz nasilonego stresu spowodowanego intensywnym wysitkiem
fizycznym, obserwuje si¢ zwigkszong ilo$¢ nawracajacych infekcji, mikrourazéw czy kontuzji,
ktore niejednokrotnie prowadzg do przyjmowania przez nich antybiotykow, niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych (NLPZ) 1 lekéw przeciwgrzybicznych majacych wplyw na 1ilo$¢
i roznorodno$¢ mikrobioty jelitowej [Lamprecht et al. 2012].

W celu przyspieszenia procesu regeneracji, coraz czesciej u sportowcow wprowadza si¢ nowe
techniki i zabiegi odnowy biologicznej, ktorych celem jest wzmocnienie efektow prowadzonych
treningdéw. W celu wywolania u sportowcéw zmian adaptacyjnych do wysokiej temperatury
i dlugotrwalej pracy fizycznej, wykorzystywane sg obecnie, z dobrym skutkiem, ¢wiczenia
w komorze klimatycznej [Lorenzo et al. 2010]. Jednym z przejawow adaptacji organizmu
sportowca do wysokiej temperatury wewnetrznej i otoczenia sg zmiany zachodzace w obrebie
bariery jelitowej, ktora aktywnie uczestniczy w aktywacji mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej poprzez zmiane przekaznictwa transblonowego i przetwarzania sygnalow
w obrebie samej mikrobioty jelitowej, jak rowniez jej metabolitow. Przetwarzanie informacji
pochodzacych ze srodowiska uzaleznione jest od genetycznych mozliwosci mikroorganizméw
1 zachodzi poprzez wlaczanie lub wylaczanie okreslonych gendow, ich wymiane lub wyciszanie,
co w konsekwencji powoduje, ze drobnoustroje uzyskuja nowe wlasciwosci pomagajace
przystosowac si¢ do okreslonego $rodowiska. Z drugiej strony, uktad immunologiczny stale
kontroluje i ocenia mikroorganizmy zasiedlajace organizm i odpowiednio je reguluje za pomoca

proceséw odpowiedzi immunologiczne;.

Opisane procesy dynamicznych powigzan 1 wymiany informacji odbywaja si¢
w przygranicznej strefie na styku bakterii, komorek nablonka jelitowego, komorek
dendrytycznych, limfocytow, granulocytow. Zjawisko funkcjonowania wielokierunkowej sieci

powigzan, poprzez ktéra mozliwe jest przesylanie sygnalu iporozumiewanie si¢ bakterii
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z bakteriami, bakterii z gospodarzem igospodarza z bakteriami zasadniczo zmienia
dotychczasowe spojrzenie na mechanizmy ksztaltowania si¢ 1 funkcjonowania sktadowych uktadu
immunologicznego i produktéw uszkodzen komoérkowych u sportowcow [Tilg et al. 2006 ].
Zatem czgsciej wystepujace u sportowcOw wysokiego wyczynu stany zapalne i zwigkszona
przepuszczalnos¢ jelit, zwigzana z ostabieniem potaczen $cistych (tight junctions; TJ) pomigdzy
enterocytami  wywotana zar6wno obcigzeniami treningowymi, Startowymi wraz ze
zmodyfikowang dietg czy zabiegami terapeutycznymi np. zabiegi w saunie, moga zmienia¢ funkcje

bariery jelitowej, co w nastgpstwie moze regulowaé uktad immunologiczny sportowca.



2. CEL PRACY

1. Celem wykonanych badan byta:

>

ocena wplywu obcigzen treningowych 1 startowych na zmiang jako$ciowa
i ilosciowg bakterii wskaznikowych mikrobioty jelitowej oraz st¢zenia wybranych
cytokin I1L-4, IL — 12 ,TNF — alfa u kolarzy w okresie startowym rocznego cyklu
treningowego;

ocena jakosciowa i ilosciowa bakterii wskaznikowych mikrobioty jelitowej oraz
stgzenia wybranych cytokin IL-4, IL — 12, TNF — alfa u sportowcow trenujacych
dyscypling o charakterze wytrzymalosciowym (kolarze) i sportowcdédw trenujgcych
dyscypling o charakterze sitowym (kultury$ci) oraz mezczyzn nietrenujgcych
o zblizonym wieku;

ocena wplyw obcigzenia termicznego na zmiany jakosciowe i iloSciowe wybranych
bakterii wskaznikowych mikrobioty jelitowej, wskaznik szczelnosci bariery jelitowej
- zonuliny w kale oraz stezenia wydzielniczej immunoglobuliny slgA u zdrowych

mezczyzn poddanym obcigzeniom treningowym



3. HIPOTEZY BADAWCZE

1. Obcigzenia treningowe i startowe oraz zmiana diety stosowana u kolarzy w okresie startowym
mogg mie¢ wplyw na zmiang profilu mikrobioty jelitowej i uwalnianych cytokin.

2. Stosowany rozny rodzaj treningu Sportowego wraz ze zmieniong proporcja makrosktadnikow
w diecie moze wplywac na profil mikrobioty jelitowej i cytokin u zawodnikéw réznych
dyscyplin.

3. Stosowane obcigzenie termiczne w postaci sauny po wykonanym treningu fizycznym moga
zmienia¢ profil mikrobioty jelitowej oraz modyfikowac funkcje bariery jelitowej mezczyzn

nieuprawiajacych wyczynowo sportu.

10



4. PROJEKTY

4.1 Projekt I

Wplyw obcigzen treningowych i startowych na zmiane jakoSciowg i iloSciowa bakterii
wskaznikowych mikrobioty jelitowej oraz st¢zenia wybranych cytokin IL-4, IL — 12, TNF
— alfa u kolarzy w okresie startowym rocznego cyklu treningowego.

4.1.1 Materialy i metody

W badaniach uczestniczylo 30 mezczyzn w wieku 20 — 44 lat. Pierwszg grupe (n=15)
stanowili mezczyzni uprawiajacy na poziomie amatorskim kolarstwo szosowe (staz treningowy 5
+ 2 lat), pochodzacy z klubow sportowych FTI Sports & Fitness Group i Fogt Bikes Team. Grupe
kontrolng (n=15) stanowili m¢zczyzni o zblizonym wieku wykazujacy niski poziom aktywnosci
fizycznej. Przed przystgpieniem do badan wszyscy zawodnicy zostali poinformowani o celu
1 przebiegu badan oraz wyrazili zgode na ich przeprowadzenie. Badania uzyskaty zgod¢ Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o numerze
uchwaty nr173/16 z dnia 04 lutego 2016 roku.

Kryterium wlgczenia uczestnikow do badan byto udzielenie pisemnej zgody na udziat
w badaniu, wiek od 20 do 44 lat. Dodatkowymi kryteriami w grupie kolarzy byl: staz treningowy
(minimum 2 lata), czgsto$¢ treningdw w czasie tygodnia (5 X W tygodniu; tacznie 10h tygodniowo)
oraz brak przebytych kontuzji w okresie ostatnich 4 tygodniach przed badaniem.

Kryteriami wykluczenia uczestnikow z badan bylo przyjmowanie srodkéw steroidowych
przyjmowanie $rodkow doustnych przeciwgrzybicznych, przeciwpasozytniczych (nie dotyczylo
srodkéw przeciwgrzybicznych przyjmowanych miejscowo), przyjmowanie pre — i/lub
probiotykow oraz odbycie podrozy do krajow tropikalnych w czasie ostatnich 4 tygodni przed

badaniem.

Badania u mezczyzn obu grup zostaly przeprowadzone przed rozpoczeciem okresu
startowego rocznego cyklu treningowego dla kolarzy szosowych (I termin). Po zakonczeniu

okresu startowego (II termin) dokonano badan tylko w grupie kolarzy.

Mase oraz skfad ciata badanych me¢zczyzn 0znaczono za pomoca metody bioimpedancii
elektrycznej, analizatorem TANITA BC 418-MA (certyfikat MDD Approved, NAWI Class Ill;

producent Tanita Corporation, Japonia).
Przed przystgpieniem do badan w obu grupach badanych oraz po ich zakoficzeniu ,
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w grupie kolarzy dokonano oceny wydolnosci fizyczne;j.

W celu okreslenia putapu tlenowego (VO2max) badanych, przeprowadzono test wysitkowy
o wzrastajacej intensywnosci na cykloergometrze Kettler DX1 Pro, (Ense — Parsit, Germany)
w laboratorium Zaktadu Fizjologii, AWF w Poznaniu (certyfikat 1ISO 9001:2000 standard no.956-
2007-AQ-GDA-rvA.) Badania przeprowadzone zostaly w godzinach od 8:00 do 12:00,
w klimatyzowanym pomieszczeniu o statej wilgotnosci (ok. 60%) i temperaturze (ok. 22°C).

Po rozgrzewce z obcigzeniem hamujacym, zwickszano obcigzenie hamujace od 50W
B85 — 90 rpm) o 20W co 1 minute (bez zmiany kadencji). Probe zakonczono
w momencie odmowy przez badanego kontynuacji testu. Przy uzyciu przeno$nego ergospirometru
Oxycon Mobile (Jaeger, Germany), rejestrowano parametry oddechowe
(VE, VCO2VOy) i krazenie (HR) z wykorzystaniem pulsometru Polar (Poland, Finland).

Badani zostali przeszkoleni z zakresu prawidlowego zapisu spozycia pokarmow
1 napojow, ktorych ilos¢ 1 jako$¢ monitorowana byta w czasie 3 dni. Oceny ilosci spozytych
kilokalorii oraz proporcji makrosktadnikow dokonano na podstawie trzydniowego dziennika
zywieniowego wypehianengo przez kazdego uczestnika badania. W celu obliczenia danych
zwigzanych ze spozytg ilo$cig kilokalorii oraz makrosktadnikow, wykorzystano program Dietetyk
2014.

Informacje dotyczgce stanu zdrowia, poziomu aktywnos$ci fizycznej, przyjmowanej
suplementacji, przebytych chorob, przyjmowanych lekéw, zostaly poddane ocenie za pomoca
metody kwestionariusza wypehionego w dniu badania.

W celu dokonania analiz wskaznikoéw biochemicznych pobrano od badanych bedacych na
czczo 3 ml krwi z zyly odlokciowej. Material do oznaczen biochemicznych, to jest osocze,
frakcjonowano w Laboratorium Analitycznym Zakladu Higieny Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu. Proby materiatu biologicznego byly przechowywane w temperaturze —
80°C do chwili oznaczen biochemicznych. W 0soczu krwi oznaczono st¢zenie interleukiny
IL — 4, IL — 12, TNF — alfa, za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA (R & D System,
Inc., Minneapolis, MN, USA). Minimalna czuto$¢ stosowanych testow diagnostycznych wynosita
dlaIL-12 <50pg/ mL, dlalL-4 <10 pg/ mL, dla TNF-alfa <1,3 pg/ mL. Pomiaru stezen
dokonano metody immunoenzymatycznej ELISA przy uzyciu spektrofotometru Bio Tek EIx808
(USA).

W celu dokonania oznaczen ilo§ciowych i jako§ciowych wybranych bakterii wskaznikowych
I grzybow w przewodzie pokarmowym oraz okreslenia pH katu poproszono badanych m¢zczyzn

o dostarczenie probki katu w czasie 48h od pobrania (materiat pozostaje stabilny przez 3 dni od
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pobrania, stanowigc czas umozliwiajacy analizg). Pobranie katu nalezalo wykona¢ wg ustalonej
procedury opracowanej przez KyberKompaktPRO (Instytut Mikroekologii). W tym celu jalowy
pojemnik o objetosci 150ml nalezato wypehi¢ do % pojemnosci, najlepiej z o$miu réznych miejsc
i szczelnie zamkng¢ pokrywka. Analiz¢ kalu wykonano w laboratorium Instytutu Mikroekologii
metoda posiewu oraz przy zastosowaniu techniki lancuchowej reakcji polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR) Real — time PCR (gPCR).

Posiew mikrobiologiczny w kierunku iloSciowej oceny wykorzystano do oceny wybranych
mikroorganizméw z rodziny Enterobacteriaceae - Escherichia coli, Escherichia coli Biovare,
Proteus spp., Pseudomonas spp i innych bakterii proteolitycznych, nalezacych do bakterii
tlenowych z gromady Proteobacteria, tlenowych bakterii Enterococcus spp. z gromady
Firmicutes, beztlenowych Lactobacillus spp., Clostridium spp. nalezacych do gromady Firmicutes
oraz grzybow drozdzopodobnych. (tab.2).

Technikg  Real-time PCR [gPCR] oznaczono bakterie beztlenowe: Faecalibacterium
prausnitzi z gromady Faecalibacterium, Akkermansia muciniphila z gromady Akkermansia,
Bifidobacterium spp. z gromady Actinobacteria oraz Bacteroides spp. z gromady Bacteroidetes
oraz oznaczono ogoéIng liczbe bakterii [TBC, ang. total bacterial count] (tab.2)
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Tabela 2. Wybrane bakterie wskaznikowe oznaczone wg procedury

opracowanej przez KyberKompaktPRO
Szczep Charakterystyka Norma Metoda Charakterystyka metody
[gatunek bakterii] [CFU/g katu]  oznaczania

Baketrie tlenowe

Escherichia coli Mikrobiota Chromid CPSE agar
ochronna (BioMerieux) Inkubacja

w 370C przez 18-24 godz.

Warunki tlenowe.

E.coli Biovare Mikrobiota Chromid CPSE agar
proteolityczna (BioMerieux) Inkubacja

w 370C przez 18-24 godz.

Warunki tlenowe.

Proteus spp. Mikrobiota Chromid CPSE agar
proteolityczna (BioMerieux) Inkubacja

>108 posiew

<2x10* posiew

. .
<2x10 posiew w 370C przez 18-24 godz.
Warunki tlenowe.
Pseudomonas spp. Mikrobiota Inkubacja w 370C przez
proteolityczna <2x10* posiew 18-24 godz.
Warunki tlenowe.
Inne bakterie Mikrobiota Inkubacja w 370C przez
proteolityczne proteolityczna <2x10* posiew 18-24 godz.
Warunki tlenowe.
Bakterie beztlenowe
Bifidobacterium spp. Mikrobiota
ochronna >108 gPCR
Bacteroides spp. Mikrobiota
ochronna >10° gPCR
Lactobacillus spp. Mikrobiota Inkubacja w 37°C przez
ochronna 48 godz.
>105 posiew Eksykator z generatorem
atmosfery 15% CO2 (Genbag
COz, BioMerieux)
H20: - Lactobacillus Mikrobiota
ochronna >10° posiew
Clostridium spp. Mikrobiota Inkubacja w 37°C przez
proteolityczna <105 posiew 48 godz. Anaerostaty
z generatorem warunkow
beztlenowych
Faecalibacterium Mikrobiota
prausnitzii odzywiajaca >10° gPCR
nabtonek jelita
Akkermansia Mikrobiota
muciniphila odzywiajaca >108 gPCR
nabtonek jelita

W celu wykonania posiewu w kierunku wybranych bakterii pobierano 0,25 g stolca do
probowki z 2,25 ml jalowego roztworu NaCl 0,85%. Probéwke¢ mieszano na mieszadle celem
homogenizacji. Tak przygotowana probka stanowila rozcienczenie 10-1 badanego materiatu.
Nastepnie wykonywano szereg dziesigciokrotnych rozcienczen, od 10-2 do 10-8 dla kazde;j
badanej  probki. W  tym celu przenoszono 100 pl zawiesiny kalu
z rozcienczenia 10-1 do probowki z zawartoscig 900 pl NaCl 0,85% 1 uzyskiwano

rozcienczenie 10-2. Nastgpnie przenoszono 100 pl zawiesiny katu z rozcienczenia 10-2 do
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proboéwki z zawartoscig 900 ul NaCl 0,85% i uzyskiwano rozcienczenie 10-3. Postgpowano
tak az do uzyskania ostatniego rozcienczenia czyli 10-8. Nastepnie w celu wykonania posiewu
mikrobiologicznego przenoszono po 50 pl zawiesiny z okre§lonych rozcienczen, zaczynajac
od najwyzszego (10-8) na poszczegodlne podtoza mikrobiologiczne. Zawiesing rozprowadzano
po podiozach diagnostycznych jalowa eza.

Do hodowli poszczeg6lnych mikroorganizméw uzyto nastgpujacych mikrobiologicznych

poditoz diagnostycznych (tab. 3).

Tabela 3. Podloza diagnostyczne oraz warunki hodowli  mikroorganizmow
oznaczanych wg procedury opracowanej przez KyberKompaktPRO

Nazwa Opis Rodzaj bakterii Warunki hodowlii
Columbia agar podtoze hodowla tlenowych Inkubacja w 370C przez 18-24 godz. Warunki
z 5% krwia uniwersalne, i beztlenowych, tlenowe.
barania (Becton nieselektywne niewymagajacych bakterii
Dickinson)
Chromid CPSE podtoze E.coli, Proteus, Inkubacja w 370C przez 18-24 godz. Warunki
agar chromogenne Enterococcus, Klebsiella- tlenowe.
(BioMerieux) do izolacji, oceny  Enterobacter-Serratia-

ilosciowej oraz Citrobacter (KESC)

bezposredniej

identyfikacji

Rogosa Agar +  podtoze selektywne z rodzaju Lactobacillus Inkubacja w 37°C przez 48 godz. Eksykator
TMB + przez niskie pH z generatorem atmosfery 15% CO: (Genbag
Peroksydaza do izolacji bakterii COz, BioMerieux)
(Heipha)
SPM-Agar podtoze do izolacji  z rodzaju Clostridium Inkubacja w 37°C przez 48 godz. Anaerostaty
z Polimiksyng bakterii z generatorem warunkow beztlenowych
(Heipha) (GENbox anaer, BioMerieux) i wskaznikiem

atmosfery beztlenowej.

Enterococcosel  podtoze do izolacji  z rodzaju Enterococcus Inkubacja w 37°C przez 18-24 godz. Warunki
agar (Graso) bakterii oraz tlenowe.

potwierdzenie

ziarenkowcow

Izolacje bakteryjnego DNA z probki stolca wykonywano za pomocg zestawu QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). W tym celu odwazano 180-220 mg stolca do sterylnej
probowki o pojemnosci 2ml. Nastgpnie dodawano 1,0 ml buforu InhibitEX i mieszano na
vortexie przez ok. 1 min. do catkowitej homogenizacji probki. Probdéwke
z probka umieszczano w bloku grzejnym o temperaturze 70°C i inkubowano przez 5 minut.
Nastepnie probke mieszano na vortexie przez 15 sekund, a dalej wirowano przez 1 minute przy
predkosci 14000 rpm. Do nowej probowki o pojemnosci 1,5 ml przenoszono 15 pl proteinazy

K, a nastepnie dodawano do niej 200 pl nadsgczu uzyskanego w poprzednim etapie oraz 200
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ul buforu trawigcego AL 1 mieszano na vortexie przez 15 sekund. Proboéwke umieszczano
w bloku grzejnym o temperaturze 70°C i inkubowano przez 10 minut. Nast¢pnie probowke
wirowano przez 15 sekund w celu usunigcia kropel z wieczka. Dodawano 200 ul etanolu
1 mieszano na vortexie przez 15 sekund. Nastgpnie probéwke wirowano przez 15 sekund w
celu usunigcia kropel z wieczka. Calg zawarto$¢ proboéwki przenoszono na kolumne QIAamp
umieszczong na probowce odbierajacej 1 wirowano 1 min/14000 rpm. Kolumne przektadano
do nowej probéwki odbierajacej, przesacz odrzucano. Na kolumng dodawano 500ul buforu
phuiczacego AW 1, wirowano przez 1 minutg przy predkosci 14000 rpm. Kolumng przektadano
do nowej proboéwki odbierajacej, a przesacz odrzucano. Na kolumne dodawano 500ul buforu
phuiczacego AW2 1 wirowano przez 3 minuty przy predkosci 14000 rpm. Po tym etapie
wykonywano dodatkowe wirowanie na nowej probowce odbierajagcej przez 3 min przy
predkosci 14000rpm. Kolumne przektadano do nowej probéwki o pojemnosci 1,5ml, przesacz
odrzucano. Na kolumne¢ dodawano 200 pl buforu elucyjnego AE, inkubowano 1 minute,
a nast¢pnie wirowano przez 1 minute przy predkosci 14000 rpm. Dalszej analizy dokonano
przy uzyciu 7300 Real-Time PCR System. W tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (Real-time PCR) stosowane byly startery (ang. primers), czyli krotkie
oligonukleotydy, o sekwencji zaprojektowanej specjalnie dla badanego fragmentu DNA.
Umozliwialy one polimerazie DNA pofaczenie z matrycg. Amplifikacja okreslonego rejonu
DNA wymagata zawsze obecnosci dwoch starterow, otaczajacych zadany fragment z obu
stron, sg to tzw. starter forward (F) i starter reverse (R). Specyficzne startery (Sigma - Aldrich)

dla oznaczanych w badaniu mikroorganizméw przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Specyficzne startery stosowane dla poszczegolnych mikroorganizméw
i ogolnej liczby bakterii oznaczanych wg  procedury opracowanej przez

KyberKompaktPRO

Nazwa Opis produktu Sekwencja

Praus-F480 Faecalibacterium prausnitzii starter forward CAGCAGCCGCGGTAAA
Praus-R631 Faecalibacterium prausnitzii starter reverse CTACCTCTGCACTACTCAAGAAA
Akk.muc-F Akkermansia muciniphila starter forward CAGCACGTGAAGGTGGGGAC
AkK.muc-R Akkermansia muciniphila starter reverse CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT
F-Bifid09c Bifidobacterium spp. starter forward CGGGTGAGTAATGCGTGACC
R-Bifid06 Bifidobacterium spp. starter reverse TGATAGGACGCGACCCCA
Bacter1l Bacteroides spp. starter forward CCTWCGATGGATAGGGGTT
Bacter08 Bacteroides spp. starter reverse CACGCTACTTGGCTGGTTCAG
Uni-F340 Starter uniwersalny forward ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
Uni-R514 Starter uniwersalny reverse ATTACCGCGGCTGCTGGC

W technice Real-time PCR stosowana jest krzywa standardowa, w odniesieniu do ktorej

standardy uzyte w badaniu.

Tabela 5. Specyficzne standardy stosowanych dla oznaczanych mikroorganizmow
i ogolnej liczby bakterii w oznaczeniach wg procedury opracowanej przez

KyberKompaktPRO

Nazwa Opis produktu

Bifidobacterium infantis DNA Standard do oznaczen Bifidobacterium spp., izolowany z Bifidobacterium
infantis

Bacteroides fragilis DNA Standard do oznaczen Bacteroides spp., izolowany z Bacteroides fragilis

Faecalibacterium prausnitzii DNA Standard do oznaczen Faecalibacterium prausnitzii

Akkermansia muciniphila DNA Standard do oznaczen Akkermansia muciniphila

Pseudomonas aeruginosa DNA Standard do oznaczen catkowitej liczby bakterii izolowany

z Pseudomonas aeruginosa

interpretowane sg oznaczenia poszczegoInych probek. Krzywa standardowg otrzymuje si¢ poprzez
rozcienczenia standardu DNA o znanym stezeniu badanego parametru. Standardy do analizy

produkowane byly w Instytucie Mikroekologii w Herborn, Niemcy. W tabeli 5 przedstawiono
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Po zakonczeniu reakceji ilo§ciowe wyniki odczytywano przy uzyciu systemu komputerowego
(7300 System SDS Software).

W celu wykonania posiewu w kierunku grzybow drozdzopodobnych pobierano 0,25 g
stolca do probowki z 2,5 ml trypsyny oraz 25 pl antybiotyku (Penicylina/Streptomycyna,
Sigma-Aldrich), w celu zahamowania wzrostu bakterii. Odpowiednio przygotowang probe, po
rozmieszaniu na mieszadle, umieszczano w komorze inkubacyjno-wytrzasajacej
w temperaturze 370C na 15 min w celu nadtrawienia resztek pokarmowych, mogacych
utrudnia¢ wzrost grzybom. Po tym czasie 400 pl zawiesiny przenoszono do 1,6 ml roztworu
PBS, celem wyplukania pozostatosci enzymu trawiennego. Nastgpnie w celu wykonania
posiewu przenoszono po 100 ul zawiesiny na podloze Sabouraud agar
z gentamycyng i chloramfenikolem (Becton Dickinson GmbH, Germany). Zawiesing
rozprowadzano po podtozu jatowa ezg. Posiane podtoze inkubowano w 370C oraz 25°C przez
48 godzin w warunkach tlenowych. W przypadku wzrostu kolonii grzybow przeprowadzano
identyfikacj¢ - grzyby drozdzopodobne identyfikowano wstepnie do gatunku przy uzyciu
podioza chromogennego Candida chromagar (Becton Dickinson GmbH, Germany),
a plesniowe w oparciu o preparat bezposredni 1 klucz  mikologiczny.
W przypadkach wymagajacych zastosowania dokfadniejszych metod identyfikacyjnych,
zastosowano panele biochemiczne RapID™ YEAST PLUS System (Remel) z 18 substratami
chemicznymi.

Uzyskana liczba bakterii /g kalu w reakcji real — time PCR jest wynikiem przeliczenia
liczby kopii amplifikowanej sekwencji w reakcji PCR w genomie bakteryjnym [odpowiednio
dla Faecalibacterium, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium spp., i Bacteroides spp.]
oraz wspotczynnika rozcienczenia wynikajacego z zastosowanego do izolacji DNA z katu
zestawu. Zastosowany w badaniach przelicznik zostat sprawdzony i zwalidowany w Instytucie
Mikroekologii w Herborn, Niemcy.

Ograniczeniem wykorzystanej w badaniu metody analitycznej, jest brak mozliwosci
oznaczenia dokladniej liczby mikroorganizméw ponizej wartosci 102 [CFU/g katu]. Dla
wartosci oznaczen ponizej 102 [CFU/g katu] [cut-off], przyjeto warto$¢ 0, ktora jednak nie
oznacza braku bakterii w analizowanej probce.

Otrzymane w badaniu wartosci analizy jakosciowe;j i iloSciowej bakterii, poddano

logarytmowi dziesi¢tnemu (Log10).
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4.1.2. Analiza statystyczna

Wyniki badan zostaly opracowane statystycznie z wykorzystaniem pakietu procedur
statystycznych STATISTICA 10.0. (StatSoft Inc., USA). Wyniki zaprezentowano w postaci
warto$ci Srednich ( X , ang. mean), odchylen standardowych (+ SD, ang. standard deviation). W
przypadku wartos$ci o rozkladzie odbiegajacym od normalnego oraz duzej zmiennosci danych,
wyniki przedstawiano w postaci median (Me, ang. median) oraz kwartyli (ang. quartile) dolnego
(Q1) 1 gornego (Qs). Weryfikacja hipotezy o normalnosci analizowanych zmiennych zostata
przeprowadzona testem W Shapiro-Wilka. Istotno$¢ réznic pomigdzy grupami sprawdzono za
pomoca testu nieparametrycznego U Manna-Whitneya. Istotnos¢ réznic pomigdzy zmiennymi O
rozkladzie r6znym od normalnego, odnotowanymi przed i po okresie startowym, w obu grupach
badawczych sprawdzano testem kolejnosci par Wilcoxon’a. Wielko$¢ p < 0,05 zostata uznana za

istotng statystycznie.

4.1.3. Wyniki badan

Wykonana analiza w zakresie badanych wskaznikow antropometrycznych w | terminie badan
nie wykazata istotnych r6znic pomiedzy grupa kolarzy a me¢zczyzn o zblizonym wieku nie
podejmujacych wysokiej aktywnosci fizycznej. Wykonana analiza pomigdzy terminami badan
wykazata jedynie réznice w zakresie masy ciala i procentowej zawartoSci wody u badanych
kolarzy (p < 0.05 ; tab.6)

Wyniki badan wskaznikow fizjologicznych wykonane podczas testu wysitkowego
w | terminie badan u me¢zczyzn obu grup oraz w II terminie badan w grupie kolarzy wraz
z analizg porOwnawczg zaprezentowano w tabeli 6.

W zakresie wskaznikow fizjologicznych dokonana analiza poréwnawcza pomigdzy
badanymi grupami wykazata istotne zréznicowanie W zakresie obcigzenia progowego
i maksymalnego, tetna progowego, maksymalnego czasu wysitku oraz maksymalnego poboru
tlenu (p <0.01; tab.6)

W analizie porownawcze] wskaznikow fizjologicznych zarejestrowanych u kolarzy
podczas testu wysitkowego przed i po zakofhczeniu okresu startowego rocznego cyklu
treningowego wykazano istotne statystycznie roznice w zakresie maksymalnego obcigzenia i

czasu wysitku oraz VO2 mx (p<0.01; tab.6).
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Tabela 6. Analiza poréwnawcza wskaznikéw fizjologicznych w I terminie badan
w grupie kolarzy i grupie kontrolnej oraz u kolarzy pomiedzy I a II terminem badan

_ grupa kontrolna I term. test kolarze Il term.
— kolarze | term. (n=15) (n=15) U Manna- (n=15) test
X Me X Me Whitney’a X Me Wilcoxona
+SD Q1+Q3 +SD Q1-Q3 p £SD  Q1=Q3 P
Obcigzenie progowe [W]  250,4 250,0 168,7 170,0 0,0001** 251,3 250,0 NS
+49 139+330 +31,6 110 <210 + 210+330
27,7
Obcigzenie max [W] 368,7 370,0 270,0 270,0 0,000**  348,7 350,0 0,0033**
+ 31,6 330+430 +31,2 210+310 + 290+430
35,0
Tetno progowe 171,7 164,0 150,0 154,0 0,0017** 1625 162,0 NS
[bpm/min]
+34,4 144-+290 +12,3 123+164 +38,3 148+177
Tetno max [bpm/min] 184,7 182,0 184,7 186,0 NS 184,2 184 NS
+7,7 172+201 +9,8 163+197 +7,7 173+197
Czas wysitku max [min] 18,8 19,0 14,0 14,0 0,000** 17,8 17,3 0,0022**
+7,7 16,5+22 +1,6 10,8+16 +1,8 15+22
(VOzmax) [ml/kg/min] 55,9 56,3 41,3 429 0,000** 51,2 51,9 0,0007**
+5,9 45,9+64,8 +7,6 27,6+52,4 +5,5 41,4+589

X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05; **p<0,0; NS — brak istotnosci
statystycznej, VOzmax — maksymalny pobor tlenu

Wyniki wskaznikow biochemicznych w [ terminie u mgzczyzn obu grup oraz

w II terminie badan w grupie kolarzy wraz z analiza porOwnawcza zaprezentowano w tabeli 7.

Wykonana analiza poréwnawcza pomiedzy badanymi grupami mezczyzn w I terminie badan

wykazata istotne zroznicowanie w zakresie wszystkich oznaczanych cytokin tj. 1L-4, IL-12 , TNF

—alfa (p < 0.01; tab.7)

Dokonana analiza porownawcza u kolarzy przed i po zakonczeniu okresu startowego

rocznego cyklu treningowego wykazala istotne roznice w zakresie 1L- 4 (p < 0.01) oraz TNF —

alfa (p < 0,05; tab.7).
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Tabela 7. Analiza poréwnawcza wskaznikéw biochemicznych w I terminie badan
w grupie kolarzy i grupie kontrolnej oraz u kolarzy pomiedzy I a Il terminem badan

kolarze | term. grupa kontrolna test kolarze Il term. tost
zmienna (n=15) (n=15) ATl (n=15) Wilc?)xona
X Me X Me Whitney’a X Me
£SD QI+Q3  +SD  QI+Q3 p £SD  QI+Q3 P
IL-4 11 0,7 5,8 6,6 0,00** 39 38 0,004**
+1,7 0414  £3 3484 +£2,1  2,0:56
IL-12 12,7 12,5 11,7 11,0 0,003** 13,1 11,9 NS
£12 11,6+13,4 +£19 10,8+11,5 £27 11,1+14,8
TNF - alfa 21,1 20,1 15,2 15,0 0,050** 13,1 12,6 0,028*
£81 154229 £51 12,6+16,0 £57  9,9+16,6

% - $rednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05; **p<0,0; NS — brak istotnosci
statystycznej, IL — 4 — interleukina 4, IL — 12 — interleukina 12, TNF — alfa — czynnik martwicy nowotworu —alfa

Wyniki badan wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii, wybranych grzybow
oraz wartos¢ pH katu w I terminie badan w grupie kolarzy i grupie kontrolnej oraz w 1l terminie
badan w grupie kolarzy wraz z analiza pordwnawcza zaprezentowano w tabeli 8.

Wykonana analiza poréwnawcza pomiedzy badanymi grupami nie wykazala istotnych
roznic w zakresie wybranych bakterii wskaznikowych, ilo$ci bakterii, wybranych grzybdéw oraz
pH katu (tab.8)

Dokonana analiza porownawcza bakterii wskaznikowych, ilo$ci bakterii, wybranych
grzybéw oraz pH kalu u kolarzy przed i po zakonczeniu okresu startowego rocznego cyklu
treningowego wykazata istotne roznice w zakresie szczepoOw bakterii tlenowych nalezacych do
gatunku Enteroccocus spp. oraz dla gatunkéw nalezgcych do szczepdéw pozostatych bakterii
proteolitycznych (p<0.05). W zakresie szczepdw bakterii beztlenowych wykazano istotng réznice
w gatunkach: Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Lactobacillus, H20, Lactobacillus,
Clostridium spp., F.prausnitzii oraz A.muciniphila oraz w zakresie liczby drozdzakéw (p < 0.01;
tab. 8).

Dokonana analiza poro6wnawcza wartosci pH katu pomiedzy grupami i terminami badan

u kolarzy nie wykazata istotnych zmian.
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Tabela 8. Analiza poréwnawcza wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii,
wybranych grzybow oraz pH kalu w I terminie badan w grupie kolarzy i grupie kontrolnej
oraz u kolarzy w I i II terminie badan. Liczb¢ oznaczonych bakterii zaprezentowano
w postaci Logl0 CFU/g kalu

cyclists | term kontrol group | test cyclists Il term test
(n=15) term.(n=15) U Manna- (n=15) Wil esX 0
X Me X Me Whitney’a X Me coxona
+SD  QI=Q3  +SD  QI+Q3 p £SD QI+Q3 :
E.coli
(bakterie tlenowe) 5,6 59 6,3 6,3 NS 6,5 6,9 NS
2,2 4,6+7,5 1,8 4,8+7,9 1,0 5,9+7,3
E.coli Biovare 2,9 2,0 2,2 2,0 NS 2,3 2,0 NS
(bakterie tlenowe)
1,8 2,0:2,0 0,8 2,0-2,0 1,1 2,020
Inne b.proteolit. 32 2,0 43 43 NS 6,2 6,8 0,0431*
(bakterie tlenowe)
1,9 2,0+4,6 2,4 2,0+6,3 1,8 4,6+7,5
Enteroccocus spp. 5,9 6,3 4,9 5,0 NS 6,5 6,8 0,0015**
(bakterie tlenowe)
15 5,0+6,6 2,4 2,0+6,8 1,7 6,3+7,6
Bifidobacteriumspp. g o 6,9 7,0 7,0 NS 6,4 6,3 0,0022%*
(bakterie beztlenowe) ! ' ' ' ! ! !
0,7 6,5+7,5 0,6 6,3+7.5 0,6 6,0+6,7
Bacteroides spp. 8,8 8,9 8,8 8,8 NS 9,0 9,0 0,001%*
(bakterie beztlenowe)
0,4 8,5+9,3 0,6 8,3+9,3 0,4 8,949.3
Lactolc_)acillus 54 55 41 5,0 NS 5,0 55 0,0019**
(bakterie beztlenowe)
1,6 4,9+6,3 1,9 2,0+5,7 1,7 4,3+6,5
H202 - Lactobacillus 4 5,0 34 2,0 NS 33 2,0 0,0010%*
(bakterie beztlenowe)
2,2 2,0+6,0 1,8 2,0+53 1,6 2,0+4,6
Clostr!dlum spp. 2.7 2,0 2,9 2,0 NS 2,9 2,0 0,0167*
(bakterie beztlenowe)
14 2,0+4,3 1,3 2,0+4,6 1,6 2,0+4,6
F. prausnitzii ox
(bakterie beztlenowe) 8,2 8,3 79 79 NS 8,3 8,5 0,0015
0,4 8,0+8.,6 0,6 7,3+83 0,6 8,0+8,7
A. muciniphila
(bakterie beztlenowe) 51 6,0 5,6 6,6 NS 6,0 6,0 0,0076**
1,9 3,5+6,5 2,1 4,7+7,0 1,4 48+73
Laczna ilo$¢ bakterii 9,8 10,0 9,5 9,6 0,0555* 10,0 10,0 0,0014**
0,7 9,5+10,3 0,5 9,399 0,7 9,8+10,3
pH katu 6,4 6,5 6,2 6,5 NS 6,9 7,0 NS
0,5 6,0+6,5 0,7 5,5+6.,5 0,7 6,0+7.,5
Drozdzaki 3,0 3,0 2,4 2,0 NS 2,8 2,0 0,0010**
1,0 2,0+3,5 0,8 2,0+3,0 1,0 2,0+3,5

X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05; **p<0,0; NS — brak istotnosci
statystycznej, CFU/g katu - jednostka tworzqca kolonig tj. liczba mikroorganizméw w gramie katu
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Dodatkowo wykonano analiz¢ liczby badanych mezczyzn obu grup oraz liczby kolarzy

przed i po zakonczeniu okresu startowego rocznego cyklu treningowego, u ktoérych oznaczona

calkowita ilo$¢ bakterii oraz ilos¢ wybranych gatunki bakterii tworzacych kolonie jest zgodna

z wartosciami referencyjnymi zalecanymi przez Instytut Mikroekologii. Zakres wartosci

referencyjnych oraz liczba badanych me¢zczyzn, u ktorych oznaczona catkowita ilo§¢ bakterii oraz

ilo§¢ wybranych gatunki bakterii tworzacych kolonie jest zgodna z warto$ciami referencynymi

dla tych bakterii w tabeli 9.

Tabela 9. Wykaz wartosci
wskaznikowych tworzacych koloni¢ w gramie kalu oraz anmaliza liczby badanych
mezczyzn W grupie kolarzy i grupie kontrolnej w I terminie badan oraz w grupie kolarzy

w II terminie badan

referencyjnych dla

ilosci

oznaczonych bakterii

WartoSci W
: referencyjne /
Nazwa referencyjne rtosci Doza kolarze kolarze grupa
Liczba bakterii wa ?S,c oz 1 termin 2 termin kontrolna
[CFU/g kalu] war: osc1_am1 .
referencyjnymi
Bacteroides spp. >10° W normie 6 5 7
poza norma 9 9 8
Bifidobacterium spp. >108 W normie 0 1 0
poza norma 15 13 15
Lactobacillus spp. >10° W normie 11 9 8
poza norma 4 5 7
Faecalibacterium prausnitzii >10° W normie 0 0 0
poza norma 15 14 15
Akkermansia muciniphila >108 W normie 0 0 0
poza norma 15 14 15
E.coli Biovare <2x10* W normie 12 12 14
poza norma 3 2 1
Inne proteolityczne <2x10* w normie 5 4 8
poza norma 14 11 14
Clostridium spp. >10° W normie 14 u 14
poza norma 1 3 1
Catkowita liczba bakterii 10% - 10% w normie 14 14 14
poza norma 1 0 0

CFU/g katu — jednostka tworzqca kolonig tj. Liczba mikroorganizméw w gramie katu

Procentowy udzial badanych mg¢zczyzn,

u ktérych stwierdzono

1los¢ bakterii

wskaznikowych mieszczacych si¢ poza warto$ciami referencyjnymi przedstawiono w na rycinach

1-2.
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Rycina 1. Procentowy udzial mezczyzn w I terminie badan w grupie kolarzy i w grupie
kontrolnej oraz w Il terminie badan w grupie kolarzy, u ktorych stwierdzono ilo$é
wybranych bakterii wskaznikowych E.coli Biovare, Clostridium spp. i innych bakterii
proteolitycznych mieszczacych si¢ poza wartosciami referencyjnymi

70% B kolarze 1 termin H kolarze 2 termin B grupa kontrolna

60%

50%

40%

30%

20%

10% .

o ] s
E.coli Biovar Inne bakterie proteolityczne Clostridium spp.

Rycina 2. Procentowy udzial me¢zczyzn w I terminie badan w grupie kolarzy i w grupie
kontrolnej oraz w II terminie badan w grupie kolarzy, u ktéorych stwierdzono ilo$¢
wybranych bakterii wskaznikowych Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Lactobacillus spp.
Faecalibacterium prausnitzii, Akkermania muciniphila oraz calkowita liczbe bakterii
mieszczacych si¢ poza wartoSciami referencyjnymi

M kolarze 1 termin M kolarze 2 termin W grupa kontrolna

100%
80%
60%
40%
20% I I
0% .

Bifidobacterium Bacteroides spp. Lactobacillus spp. Faecalibacterium Akkermansia  Catkowita liczba
spp. prausnitzii muciniphila bakterii
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Wykonana analiza w zakresie dziennego spozycia energii [kcal], biatka [%],
weglowodanéw [%], thuszezy [%] oraz blonnika [g] w | terminie badan wykazata istotne rdéznice
pomiedzy  grupami w zakresie procentowego udzialu biatek, weglowodanow
i tluszczy w diecie (p < 0.01 ; tab.10).

Dokonana analiza poréwnawcza u kolarzy przed i po zakonczeniu okresu startowego

rocznego cyklu treningowego wykazata istotne rdznice w zakresie dziennego spozycia energii oraz

% udziatu biatka w diecie (p <0.05 ; tab.10).

Tabela 10. Analiza porownawcza dziennego spozycia energii [kcal], bialka [%],
weglowodanow [%], thuszczy [%] oraz blonnika [g] w I terminie badan w grupie kolarzy
i grupie kontrolnej oraz u kolarzy w II terminie badan

kolarze | term grupa kontrolna | test _
—— (n=15) term.(n=15) U Manna- kolarze 11 term (n=15) W”tes; N
enna X Me X Me Whitney'a X Me coxona
+SD  QI-Q3 +SD  QI1+Q3 P +SD  QI=Q3 P
[Ekr(m:zrlg/y d' r]‘take 2807 2401 2882 2640 NS 3107 24984  0,0157*
+129,4 2067+3563 +1422,4 2038+3233 +1183,3 2067+3563
protein [% of E] 15,5 14,8 22 21,4 0,002** 17,1 16,5 0,0277*
+2,3 13,8+17,8 +6,3 18+2 +272 14,4234
carbohydrates [% of E] 52,1 51,9 44,7 41,7 0,0016** 51,7 51,9 NS
+4,8 50,6+55 + 14,2 36,948 +5 43,8+60,4
fat [% of E] 32,4 31,8 40,4 36,4 0,0006** 31,2 31,7 NS
+49  29,6-34,1 + 10 35,3+41,6 +6 16,2+41,1
Total fiber [g/d] 27,6 25 33,8 31,6 NS 26,4 25,0 NS
+ 13,8 17,1+36,2 +249 15,5+41,7 +10,4 15,4+35,6

X - $rednia; SD — odchylenie standardowe; Me - mediana; Q1- kwartyl dolny,Q3 — kwartyl gérny,

*p<0,05 — poziom istotnosci < 0,05, **p<0,01- poziom istotnosci statystycznej < 0,01 ; NS — brak istotnosci statystycznej, Energy intake
[keal/d] — ilos¢ spozytej energii w czasie jednego dnia wyrazona w kilokaloriach, Protein [% of E]- dzienne spozycie biatka wyrazone
w procentach w odniesieniu do ilosci spozytej energii w czasie jednego dnia, Carbohydrate [% of E] - dzienne spoZycie weglowodanow
wyrazone w procentach w odniesieniu do iloSci spoZytej energii w czasie jednego dnia, fat [% of E] - dzienne spoZycie tluszczy wyrazone
w procentach w odniesieniu do ilosci spozZytej energii w czasie jednego dnia, Total fiber [g9/d] - dzienne spoZycie blonnika wyrazone
w gramach
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4.2. PROJEKT II

Ocena jakoSciowa i iloSciowa bakterii wskaznikowych mikrobioty jelitowej oraz stezenia
wybranych cytokin IL-4, IL — 12, TNF — alfa u sportowcoéw trenujacych dyscypline
o charakterze wytrzymalosciowym (kolarze) i sportowcow trenujacych dyscypline

0 charakterze sitowym (kulturysci) oraz mezczyzn nietrenujacych o zblizonym wieku.
4.2.1. Materialy i metody

W badaniach uczestniczylo 41 mezczyzn w wieku 20 — 44 lat. Ze wzglgdu na rodzaj
uprawianej dyscypliny sportowej oraz stosowanej diety zwigzanej z charakterem dyscypliny
sportowej mgzczyzn podzielono na trzy grupy. Pierwsza grupg (n=15) stanowili mezczyzni
uprawiajacy na poziomie amatorskim kolarstwo szosowe (staz treningowy 5 + 2 lat), pochodzacy
z klubow sportowych FTI Sports & Fitness Group i Fogt Bikes Team, ktorzy wykonywali
trenningi o dlugim czasie i wysokiej intensywnosci i stosowali diet¢ z wigkszym procentowym
udziatlem weglowodanéw. Drugg grupe ( n=11) stanowili m¢zczyzni trenujacy kulturystyke (staz
treningowy 5 + 3 lat) nalezacy do klubéw sportowych TKKF Winogrady, ktorzy wykonywali
treningi o charakterze sitowym oraz stosowali diete z wyzszym procentowym udzialem biatka.
Trzecig grupe (n=15) stanowili m¢zczyzni o zblizonym wieku wykazujacy niski poziom
aktywnos$ci fizycznej ( studenci Kierunku Dietetyka, Akademii Wychowania Fizycznego
w Poznaniu) stosujacy diete zbilansowang . Przed przystgpieniem do badan wszyscy zawodnicy
zostali poinformowani o celu i1 przebiegu badan oraz wyrazili zgode na ich przeprowadzenie.
Badania uzyskaly zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu o numerze uchwaty nr173/16 z dnia 04 lutego 2016 roku.

Kryterium wigczenia uczestnikow do badan byto udzielenie pisemnej zgody na udziat
w badaniu, wiek 20— 44 lat. oraz brak przebytych kontuzji w okresie ostatnich 4 tygodniach przed
badaniem. Dodatkowymi kryteriami w grupie kolarzy byt staz treningowy minimum 2 lata,
czestos$¢ treningdbw w czasie tygodnia 5 x w tygodniu; tacznie 10h tygodniowo, natomiast
u kulturystow staz treningowy minimum 2 lata, czg¢sto$¢ treningdw w czasie tygodnia
5 x w tygodniu; tacznie 7,5h tygodniowo.

Kryteriami wykluczenia uczestnikow z badan bylo przyjmowanie $rodkéw steroidowych
przyjmowanie §rodkoéw doustnych przeciwgrzybicznych, przeciwpasozytniczych (nie dotyczyto
srodkéw przeciwgrzybicznych przyjmowanych miejscowo), przyjmowanie pre — i/lub
probiotykow oraz odbycie podrozy do krajow tropikalnych w czasie ostatnich 4 tygodni przed

badaniem.

Mase oraz sklad ciala w grupie kolarzy oraz mezczyzn nietrenujacych oznaczono za
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pomoca metody bioimpedancji elektrycznej, analizatorem TANITA BC 418-MA (certyfikat MDD
Approved, NAWI Class Ill; producent Tanita Corporation). Natomiast w grupie kulturystow
pomiar masy i skfadu ciata wykonano z uzyciem metody densytometrycznej technika podwojne;j
wigzki promieniowania rentgenowskiego (DXA) aparatem GE Healthcare Lunar Prodigy
Advance; GE Medical Systems. Pomiary zostaly wykonane w Zakladzie Higieny oraz
Laboratorium Analizy Ruchu Czlowieka Zaktadu Lekkiej Altetyki LAbTHLETICS Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Badani zostali przeszkoleni z =zakresu prawidlowego zapisu spozycia pokarmow
1 napojow, ktorych ilos¢ 1 jako§¢ monitorowana byta w czasie 3 dni. Oceny ilosci spozytych
kilokalorii oraz proporcji makrosktadnikow dokonano na podstawie trzydniowego dziennika
zywieniowego wypeklianego przez kazdego uczestnika badania. W celu obliczenia danych
zwigzanych ze spozytg ilo$cig kalorii oraz makrosktadnikow, wykorzystano program Dietetyk
2014.

Informacje dotyczace stanu zdrowia, poziomu aktywnos$ci fizycznej, przyjmowanej
suplementacji, przebytych chorob, przyjmowanych lekéw, zostaly poddane ocenie za pomoca
metody kwestionariusza wypetionego w dniu badania.

W celu dokonania analiz wskaznikoéw biochemicznych pobrano od badanych b¢dacych na
czczo 3 ml krwi z zyty odlokciowej. Material do oznaczen biochemicznych, to jest osocze,
frakcjonowano w Laboratorium Analitycznym Zakladu Higieny Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu. Proby materialu biologicznego byty przechowywane w temperaturze —
80°C do chwili oznaczen biochemicznych. W osoczu krwi oznaczono st¢zenie interleukiny IL —
4, IL — 12, TNF — alfa, za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA (R & D System, Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Minimalna czulo$¢ stosowanych testow diagnostycznych wynosita dla
IL-12 <5,0pg/mL,dlalL-4 <10 pg/mL, dla TNF-alfa <1,3 pg/ mL. Pomiaru st¢zen dokonano
metody immunoenzymatycznej ELISA przy uzyciu spektrofotometru Bio Tek EIx808 (USA).

W celu dokonania oznaczen ilosciowych i jakosciowych wybranych bakterii wskaznikowych
1 grzybow w przewodzie pokarmowym oraz pH kalu, poproszono badanych mezczyzn
o dostarczenie probki katu w czasie 48h od pobrania (materiat pozostaje stabilny przez 3 dni od
pobrania, stanowigc czas umozliwiajacy analiz¢). Pobranie kalu nalezalo wykona¢ wg ustalonej
procedury KyberKompaktPRO (Instytut Mikroekologii). Doktadny opis metody, przedstawiono
w punkcie 4.1.1.

Otrzymane w badaniu wartosci analizy jakoSciowej 1 iloSciowej bakterii, poddano logarytmowi

dziesietnemu (Log10)

27



4.2.2. Analiza statystyczna

Wyniki badan =zostaly opracowane statystycznie z wykorzystaniem pakietu procedur
statystycznych STATISTICA 10.0. (StatSoft Inc., USA). Wyniki zaprezentowano w postaci
warto$ci $rednich ( X , ang. mean), odchylen standardowych (+ SD, ang. standard deviation).
W przypadku wartosci o rozktadzie odbiegajacym od normalnego oraz duzej zmienno$ci danych,
wyniki przedstawiano w postaci median (Me, ang. median) oraz kwartyli (ang. quartile) dolnego
(Qu) i gornego (Qs). Weryfikacje hipotezy o normalnosci analizowanych zmiennych
przeprowadzono testem W Shapiro — Wilka. Istotnos¢ réznic pomiedzy grupami sprawdzono za
pomocg testu ANOVA Kruskala-Wallis'a i testami post-hoc Tukeya. Jako istotny statystycznie

zostatl przyjety poziom istotnosci p < 0,05

4.2.3. Wyniki

Analiza poréwnawcza wskaznikow antropometrycznych pomigdzy badanymi grupami
mezczyzn wykazata istotng roznice w zakresie masy ciala i1 beztluszczowej masy ciata pomiedzy
grupg kulturystow, a kolarzy (p<0.01) oraz pomigdzy grupa kulturystow, a grupa kontrolng
p <0.05; tab.11)

Tabelall. Analiza porownawcza wskaznikow antropometrycznych pomiedzy
grupami badanych mezczyzn

kultury$ci kolarze grupa kontrolna
: (n=11) (n=15) (n=15) test
zmienna X Me X Me X Me ANOVA
+SD Q1+Q3 +SD Q1+Q3 +SD Q1+Q3 p
wiek [ lat] 27 25 33 36 29 24 NS
+6 23+28 +6 24+38 +8 22+37
wysokos¢ ciala
[em] 182,0 1815 183,0 183,0 1817 182,0 NS
+6,3 179,3+185 +7,7 177+187 +4,4  179,0+185,0
96,4
Masa ciata [kg] it 96,8 78,9 75,2 83,4F 76,6
+38,9 93,8+103 +10,3 71,3+88,9 +13,2 72,4+99,8 0,0023**
Fat [%] 14,0 14,4 13,5 13,0 15,3 15,8 NS
+45 9,5+18,2 +6,0 8,2+18,1 +7,7 6,6+20,7
Fat mass [kg] 13,2 13,7 10,9 10,0 13,5 11,6 NS
+42 7,9+16,7 +5,7 6,4+13,1 +8)5 5+21,1
FFM [kg] 80,6 Tff 81,1 68,0 65,5 69,7 70,6
+38,9 74+87,2 +8,2 63,2+73,1 +6,4 63,2+74,0 0,0035**

X - $rednia;SD — odchylenie standardowe;Me - mediana; Q1- kwartyl dolny; Q3 — kwartyl gérny; '~ istotna réznica pomiedzy grupg

kulturystow a grupg kontroln;

=

- istotna roznica pomiedzy grupq

kulturystow i kolarzy,;*p<0,05;**p<0,01; NS — brak istotnosci statystycznej; Fat [%] — procentowa zawartosé tkanki ttuszczowej; Fat
mass [kg] — masa tkanki tuszczowej, FFM [Kg] — beztiuszczowa masa ciata
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Analiza porownawcza wybranych cytokin pomi¢dzy badanymi grupami me¢zczyzn nie

wykazata istotnego zréznicowania. Wyniki przedstawione zostaly w tabeli 12.

Tabela 12. Analiza poréwnawcza wybranych cytokin pomiedzy badanymi grupami
mezezyzn

kulturysci kolarze grupa kontrolna tost
=11 =1 =1
zZmienna = (n=11) = (n=15) = (n=15) ANOVA
X Me X Me X Me D
+SD Q1+Q3 +SD Q1+Q3 +SD Q1+Q3
IL-4 57 57 1,1 0,7 5,8 6,6 NS
+2,8 4,579 +1,7 0,4+1,4 +3,0
IL-12 11,8 11,6 12,7 12,5 11,7 11,0 NS
+1,3 10,8+12,0 +1,2 11,6+13,4 +1,9
TNF - alfa 11,3 11,8 21,1 20,1 15,2 15,0 NS
+3,5 8+14,2 +8,1 15,0+22,9 +5,1

X - $rednia; SD — odchylenie standardowe; Me - mediana; Q1- kwartyl dolny;Q3 — kwartyl gérny; NS — brak istomosci statystycznej
IL — 4 — interleukina 4; IL — 12 — interleukina 12; TNF — alfa — czynnik martwicy nowotworu-alfa

Analiza porownawcza wybranych bakterii wskaznikowych, pomiedzy badanymi grupami
mezczyzn wykazala istotng réznice w zakresie innych bakterii proteolitycznych (p< 0.01) oraz

warto$cig pH katlu ( p<0.05) pomigdzy grupg kulturystow a kolarzy (tab 13.).

Tabela 13 Analiza poréwnawcza wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii,
wybranych grzybéw oraz wartosci pH kalu pomiedzy badanymi grupami mezczyzn.
Tlo$¢ oznaczonych bakterii zaprezentowano w postaci Log*® CFU/g katu

kulturysci kolarze grupa kontrolna test
. (n=11) (n=15) (n=15)
zmienna e Me e e Me ¥ ANOVA
£SD  QI1=Q3  +8D +SD  QI=Q3  +SD P
E.coli 6,5 6,9 5,6 59 6,3 6,3 NS
1,0 5,9+73 2,2 4,6+7,5 1,8 4,8+7,9
E.coli Biovare 2,3 2,0 2,9 2,0 2,2 2,0 NS
1,1 2,0:2,0 1,8 2,0:2,0 0,8 2,0:2,0
Inne b.proteolityczne. 6,21t 6,8 3,2 2,0 43 43 0,0094**
1,8 4,6+7,5 1,9 2,0-4,6 2,4 2,0-6,3
Enteroccocus spp. 6,5 6,8 59 6,3 4,9 5,0 NS
1,7 6,3+7,6 1,5 5,0-6,6 2,4 2,0-6,8
Bifidocacterium spp. 6,4" 6,3 6,9 6,9 7,0 7,0 NS
0,6 6,0-6,7 0,7 6,5+7,5 0,6 6,3+7,5
Bacteroides spp. 9,0 9,0 8,8 8,9 8,8 8,8 NS
0,4 8,9-9,3 0,4 8,5+9,3 0,6 8,3+9,3
Lactobacillus 5,0 55 54 55 41 5,0 NS
1,7 4,3+6,5 1,6 4,9+6,3 1,9 2,0:5,7
H202 - Lactobacillus 3,3 2,0 44 5,0 34 2,0 NS
1,6 2,0-4,6 2,2 2,0-6,0 1,8 2,0:5,3
Clostridium spp. 2,9 2,0 2,7 2,0 2,9 2,0 NS
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1,6 2,0-4,6 1,4 2,043 1,3 2,0+4,6

F. prausnitzii 8,3 8,5 8,2 8,3 79 79 NS
0,6 8,0+-8,7 0,4 8,0-8,6 0,6 7,3-8,3
A. muciniphila 6,0 6,0 51 6,0 5,6 6,6 NS

14 4873 19  35-65 21  47:70

Laczna ilo$¢ bakterii 10,0* 10,0 9,8 10,0 9,5 9,6 NS
0,7 9,8+10,3 0,7 9,5+10,3 0,5 9,3+9,9

pH katu 6,97 7,0 6,4 6,5 6,2 6,5 0,0322*
0,7 6,075 0,5 6,0+6,5 0,7 5,5+6,5

Drozdzaki 2,8 2,0 3,0 3,0 2,4 2,0 NS
1,0 2,0:35 1,0 2,0:35 0,8 2,0:3,0
X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl ;- istotna réznica pomiedzy grupg

kulturystow a grupg kontrolng; 7" - istotna réznica pomiedzy grupg kulturystow i kolarzy;*p<0,05; **p<0,0; NS — brak istotnosci
statystycznej, CFU/g katu - jednostka tworzqca kolonig tj. liczba mikroorganizméw w gramie katu

Wykonana analiza w zakresie dziennego spozycia energii [kcal], biatka [%],
weglowodanow [%], thuszczy [%] oraz blonnika [g] wykazata istotne zr6znicowanie w zakresie
procentowego udziatu biatka i weglowodanow w diecie pomigdzy grupami kulturystow a kolarzy
odpowiednio na poziomie p<0.01; p<0.05 i pomiedzy grupa kontrolng i kolarzy (p<0.01) oraz w
zakresie  procentowego udzialu tluszczy w  diecie pomigdzy grupa kontrolng

a kulturystami (p<0.01) oraz grupg kontrolng a kolarzami (p<0.05; tab.14)

Tabela 14. Analiza poréwnawcza dziennego spozycia energii [ kcal], bialka [%],
weglowodanow [%], thuszezy [%] oraz blonnika [g] pomiedzy grupami badanych mezczyzn

kulturysci Kolarze grupa kontrolna tost
zmienna _ (=) _ (=19 _ (=19) ANOVA
X Me X Me X Me 0
+SD Q1+Q3 +SD Q1+-Q3 +SD Q1+-Q3
energia [kcal] 3516 3032 2807 2401 2882 2640 NS
+1433 2685+3951 +1129 2067+3563 + 1422  2038+3233
biatka [%] 33,6 it 34,3 15,5 14,8 22 ft 21,4 0,0000**
+6,5 29,2+39,2 +23 13,8+17,8 +6,3 18,0+24,0
weglowodany [%] 38,8 ftt 43,2 52,1 51,9 44,7 11 41,7 0,0038**
+ 14,8 38,3+45,6 +438 50,6+55,0 + 14,2 36,9+48,0
ttuszcze [%] 27,61 21,1 32,4 31,8 40,41f 36,4 0,0002**
+18,9 16,0+27,4 +49 29,6+34,0 +10,0 35,3+41,6
blonnik [g] 29,4 26,7 27,6 25,0 33,8 31,6 NS

+11,8 25,0+33 +13,8 17,1-36,2 +249 15,5+41,7

X - $rednia; SD — odchylenie standardowe;Me — mediana;Q1- kwartyl dolny;Q3 — kwartyl gérny,’- istotna réznica pomiedzy grupq kulturystow
a grupg kontroln; "'~ istotna réznica pomiedzy grupg kolarzy i grupg kontrolng; ' - istotna réznica pomiedzy grupg kulturystéw
i kolarzy;*p<0,05;**p<0,01 ; NS — brak istotnosci statystycznej;
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4.3. PROJEKT Il
Wplyw obciazenia termicznego na profil mikrobioty jelitowej oraz wskazniki
funkcji bariery jelitowej u mezczyzn zdrowych mezczyzn poddanym  obcigzeniom

treningowym
4.3.1. Materialy i metody

Badania przeprowadzono u 15 mtodych, zdrowych mezczyzn w wieku 25 — 30 lat.
Uczestnicy badan losowo podzieleni zostali na dwie grupy, ktore poddane zostaty dwoém roznym
rodzajom oddzialywania. Grup¢ ET — S (n=8) stanowili me¢zczyzni, ktorzy zostali poddani
treningowi fizycznemu, po ktorym badani przebywali w saunie. Grupe ET (n=7) stanowili
mezezyzni poddani tylko treningowi fizycznemu w PWSZ w Nowym Saczu.

Przed rozpoczeciem badan w PWSZ w Nowym Saczu przeprowadzono kwalifikacyjne
badania lekarskie, ktorych celem bylo wykrycie ewentualnych przeciwwskazan do powtarzanego
przebywania w warunkach podwyzszonej temperatury otoczenia. Ostateczng decyzje
o mozliwos$ci uczestnictwa w badaniach, podjat lekarz wchodzacy w sklad zespotu badawczego.
Przed przystgpieniem do badan wszyscy zawodnicy zostali poinformowani o celu i przebiegu
badan oraz wyrazili zgode na ich przeprowadzenie. Badania uzyskaty zgode Komisji Bioetyczne;j
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o numerze uchwaty
173/16 dnia 4 lutego 2016 roku.

Kryterium wlaczenia uczestnikow do badan bylo udzielenie pisemnej zgody na udziat
w badaniu, brak przeciwskazan lekarza, brak przebytych infekcji, kontuzji w okresie ostatnich
4 tygodniach przed badaniem.

Kryteriami wykluczenia uczestnikow z badan bylo przyjmowanie antybiotykow, srodkow
steroidowych przyjmowanie $rodkéw doustnych przeciwgrzybicznych, przeciwpasozytniczych
(nie dotyczylo Srodkdéw przeciwgrzybicznych przyjmowanych miejscowo), przyjmowanie pre —
i/lub probiotykow oraz odbycie podrozy do krajow tropikalnych w czasie ostatnich 4 tygodni przed

badaniem.

W celu uniknigcia zaburzen efektow interwencji treningowej przez inne zmienne, badani
mezczyzni zostali poproszeni o utrzymanie przez okres prowadzonych badan racjonalnej, ale nie
zmienionej w zakresie warto$ci energetycznej zwyczajowej diety z okresu przed przystapieniem
do badan. Badanym udzielono wskazéwek dietetycznych odno$nie dodatkowego nawodnienia
i czasu przyjmowania positkow w okresie Stosowania programu treningowego. Ponadto
poproszono uczestnikow badan o prowadzenie, na poczatku i pod koniec catego cyklu

treningowego, dzienniczkow zywieniowych, celem weryfikacji powyzszych zalecen. Badani
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zostali przeszkoleni z zakresu prawidtowego zapisu spozycia pokarmow i napojoéw, ktérych ilo§é
i jako$¢ monitorowana byta w czasie 3 dni. W celu obliczenia danych zwigzanych ze spozyta
iloscig kalorii oraz makrosktadnikow, wykorzystano program Dietetyk 2014.

Informacje dotyczace stanu zdrowia, poziomu aktywno$ci fizycznej, przyjmowanej
suplementacji, przebytych choréb, przyjmowanych lekow, zostaly poddane ocenie za pomoca
metody kwestionariusza wypelionego w dniu badania.

Przed i po ukonczeniu programu treningowego, w obu badanych grupach mezczyzn
przeprowadzono stopniowany test wysitkowy na ergometrze rowerowym wykonano
w Instytucie Sportu —Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie wg. procedury odpisanej
w punkcie 4.1.1.

W obu terminach badan, przed przystagpieniem do testu wysitkowego pobrano
u badanych krew zylng (ok. 2 ml). Metodg cytometri przeptywowej 0znaczone zostaty wskazniki
morfologiczne przy uzyciu analizatora Synergy 2 SIAFRT (Bio Tek, Winooski, VT, USA).

Trzy razy w tygodniu, przez okres 4 tygodni (czyli razem 12 trenigéw), obie grupy badanych
mezezyzn wykonywaty 60-minutowy wysitek fizyczny na ergometrze rowerowym. Poczatkowa
intensywnos¢ wysitkow stanowita 50% mocy, a po 2 tyg. (w miar¢ mozliwosci) 60% mocy
maksymalnej uczestnikow badan uzyskanej w teScie stopniowanym wykonywanym IS-PIB.
Poniewaz, wykonywany przez badanych wysitek fizyczny miat na celu prowadzi¢ roéwniez do
zwigkszenia temperatury wewngtrznej organizmu, nie mogt by¢ wykonywany w warunkach
intensywnego schiadzania (np. wiatrak, spozywanie chfodnych napojow etc.). Bezposrednio po
zakonczeniu treningu, badani z grupy ET - S przez kolejne 30 min przebywali (w pozycji
siedzacej) w suchej saunie o temp. ok. 90°C. Sumaryczny pobyt w saunie mogt by¢ dzielony na
czesei (np. 3 X 10 min, 2 x 15 min ), pomiedzy ktoérymi dopuszczalne byty maksymalnie 1-min
okresy na schtodzenie (np. zimny prysznic, zanurzenie w po pachy w chlodnej wodzie). W okresie
treningu i pobytow w saunie, ilo$¢ przyjmowanych ptynow przez badanych nie byta ograniczana,

a w diecie badani nie zmieniali zwyczajowej ilo$ci spozywanej soli kuchenne;j.

W zakresie badan wykonano stopniowany test na ergometrze rowerowym (wykony

w IS-PIB w Warszawie wg. procedury odpisanej w punkcie 4.1.1.

W celu uniknigcia zmian mikrobioty jelitowej wywolanej przez inne zmienne anizeli
interwencja treningowa i sauny, badani m¢zczyZzni poproszeni zostali 0 utrzymanie przez okres
prowadzonych badan racjonalnej, ale nie zmienionej zwyczajowej diety z okresu przed
przystapieniem do badan. Badanym mezczyznom udzielono wskazowek dietetycznych odnosnie

nawodnienia i czasu przyjmowania positkow w czasie stosowania programu treningowego.
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Ponadto uczestnicy badan poproszeni zostali o prowadzenie dzienniczkow zywieniowych, na
poczatku i pod koniec catego cyklu treningowego, celem weryfikacji powyzszych zalecen. Oceny
ilosci spozytych kilokalorii oraz proporcji makroskladnikow dokonano na podstawie
trzydniowego dziennika zywieniowego wypetianengo przez kazdego uczestnika badania. W celu
obliczenia danych zwigzanych ze spozyta iloscig kilokalorii oraz makrosktadnikow, wykorzystano
program Dietetyk 2014.
W celu dokonania oznaczen ilosciowych i jakosciowych wybranych bakterii wskaznikowych
i grzybow w przewodzie pokarmowym pH katu, stezenia zonuliny oraz sIgA, pobrany zostat przez
probantow kat z jednego wyprdznienia, do jalowego pojemnika, wypeliony % jego objetosci
( materiat jest stabilny 48 godzin od pobrania). Do czasu dostarczenia go do laboratorium, materiat
przechowywano w temp. lodowki (2-8°C), a nastgpnie poddano analizie w Instytucie
Mikroekologii w Poznaniu. W celu oznaczen ilosciowych 1 jakoSciowych bakterii
wskaznikowych, grzybow oraz wartosci pH katu, zastosowano procedury opisane w punkcie 4.1.1.
Otrzymane w badaniu warto$ci analizy jakosciowej 1 iloSciowej bakterii, poddano
logarytmowi dziesigtnemu (L0og10).
W celu oznaczenia parametru przesigkliwosci jelitowej, wykonano ocene st¢zenia
zonuliny testem IKD Zonulin ELISA Kit (Immunodiagnostik AG,Bensheim,Germany) oraz
wydzielniczej immunoglobuliny A (slgA) w probce kalu, wykorzystano test Secretory

IgA(ImmuChrom GmbH,Heppenheim).

Do badania stezenia zonuliny w kale, niezbedna byla ekstrakcja probek. Do sporzadzenia
ekstraktu katu zastosowano wystandaryzowane nakluwacze (Stool Sample Application System
(SAS, K6998SAS), ktore napetniono 0,75 ml buforem pluczacym ogrzanym do temperatury
pokojowej. Kazda probke katu worteksowano w celu ujednolicenia. Nastepnie nakluwano probke
katu, tak by wszystkie rowki nakluwacza byly pokryte kalem (15 mg). Nastepnie proby katu
odwirowano i poddano analizie. Pomiaru st¢zen dokonano metoda immunoenzymatyczng ELISA
przy uzyciu spektrofotometru BioTek PowerWave XS (USA). Otrzymane wyniki zostaty

pomnozone przez wspdlczynnik rozcienczenia (x12,5).

W celu oznaczenia ilosciowego stezenia wydzielniczej immunoglobuliny A (slgA)
w kale wykonano ekstrakcje. Do sporzadzenia ekstraktu kalu zastosowano wystandaryzowane
nakluwacze (Stool Sample Application System (SAS, K6998SAS), ktore napetniono0,75 ml
buforem pluczacym ogrzanym do temperatury pokojowej. Probke kalu worteksowano w celu
ujednolicenia. Nastepnie nakluwano probke katlu nakluwaczem, tak by wszystkie rowki
nakluwacza byty pokryte katem (15 mg). Kazda probe kalu  wirowano,

a nastgpnie poddawano analizie. Pomiaru st¢zen dokonano metoda immunoenzymatyczng ELISA
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przy uzyciu spektrofotometru BioTek PowerWave XS (USA). Minimalna czulo$¢ testu wynosita

3,1 ng/ml.

4.3.2. Analiza statystyczna

Wyniki badan poddano analizie statystycznej, obejmujacej elementy statystyki opisowej
w postaci wartosci srednich (%), odchylen standardowych (£SD) , median (Me) oraz kwartyli:
dolnego i gornego (Q1 i Q3. Weryfikacje hipotezy o normalnosci analizowanych zmiennych
przeprowadzono testem W Shapiro — Wilka. Istotno$¢ rdéznic pomiedzy zmiennymi,
odnotowanymi przed i po okresie treningowym, w obu grupach badawczych,
dla zmiennych o rozkladzie normalnym 1 jednorodnych wariancjach oceniano testem
T-Studenta dla prob zaleznych, natomiast dla zmiennych o rozkladzie ro6znym
od normalnego testem kolejnosci par Wilcoxon’a Istotno$¢ roznic pomigdzy grupami badanych
mezczyzn, dla zmiennych 0 rozktadzie réznym od normalnego
1 niejednorodnych wariancjach, oceniana byta testem nieparametrycznym
U Manna-Whitneya, natomiast dla zmiennych o rozkladzie normalnym i jednorodnych
wariancjach zastosowano test t-Studenta., przyjmujac jako istotny statystycznie poziom istotno$ci
p<0,05. Opracowanie statystyczne wynikéw zostato przeprowadzone z wykorzystaniem pakietu

procedur statystycznych STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc.)

4.3.3.Wyniki

Wyniki badan wskaznikow antropometrycznych i VO32 peak w I i II terminie badan
w grupie m¢zczyzn poddanej treningowi wytrzymatosciowemu (ET) oraz w grupie m¢zczyzn
poddanej treningowi wytrzymatosciowemu 1 saunie (ET+S) wraz z analiza porownawczg
zaprezentowano w tabeli 15.

Analiza poréwnawcza wskaznikéw antropometrycznych i VOzpeak pomigdzy badanymi

grupami mezczyzn wykazata istotng roznice w zakresie VOzpeak W Obu terminach badan (p<0.01;

tab.15).
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Tabela 15. Analiza poréwnawcza wskaznikow antropometrycznych i VO2 peak W | 1 11
terminie badan w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymalosciowemu (ET) oraz
w grupie me¢zczyzn poddanej treningowi wytrzymalosciowemu i saunie (ET+S)

| termin 11 termin
ET(n=7) ET+S(n=8) ET (n=7) ET+S(n=8)
_ B test _ B test
X X U Manna X test X test U Manna
+SD +SD Whitneya  +SD Wilcoxona +SD Wilcoxona Whitneya
p p p p
22 22
Age [ year] " 15 NS
. 183 182
High [cm] a 45 NS
. 80,0 78,5 NS 79,6 NS 78,5 NS NS
Weight [kg] 6,6 9.9 6.4 +9
19 21,3 18,6 20,3
Fat[%] 53 35 NS 47 NS 37 NS NS
VO,peak (ml/kg/min 476 49.1 0.049 480 NS 50.5 NS 0.047
+6.1 +7.0 +8.0 +8.2

X- srednia; SD - odchylenie standardowe;NS - nieistotne statystycznie;* p < 0,05;VO; peak - peak oxygen uptake

Wyniki badan wskaznikow funkcji bariery jelitowej i wskaznika stanu zapalnego CRP
w I 11I terminie badan w grupie m¢zczyzn poddanej treningowi wytrzymatosciowemu (ET) oraz
w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymatosciowemu 1 saunie (ET+S) wraz
z analizg porOwnawczg zaprezentowano w tabeli 16.

Wykonana analiza porownawcza pomi¢dzy badanymi grupami m¢zczyzn w I i 11 terminie
badan nie wykazata istotnego zroznicowania pomi¢dzy badanami grupami w zakresie
wskaznikéw funkcji bariery jelitowej 1 wskaznika stanu zapalnego CRP. Natomiast wykazano
istotng roznicg pomig¢dzy terminami badan w grupie mezczyzn poddanych treningowi
wytrzymalosciowemu (ET) w zakresie stezenia zonuliny (p < 0.05), a w grupie mezczyzn
poddanej treningowi wytrzymato$ciowemu i saunie (ET+S) w zakresie biatka C-reaktywnego
(p<0.05; tab.16).
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Tabela 16. Analiza por6wnawcza wskaznikéw funkcji bariery jelitowej i wskaznika stanu zapalnego
CRP w I i Il terminie w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymalosciowemu (ET) oraz
w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymalosciowemu i saunie (ET+S)

| termin Il termin
ET ET+S ET ET+S
(n=7) (n=8) (n=7) (n=8)
= test U = = test U
Me X Me X Me X Me
R . Manna . test . test Manna
+SD Q1+ Q3 +SD Q1-+Q3 Whitneya = SD Q1-+Q3 Wilcoxona = SD Q1+Q3  \ilcoxona Whitneya
p p p p
zonulina
[ng/ml] 132,2 75,7 118,8 101,5 NS 288,6 2448 0,018* 228,4 132,8 NS NS
61 - 46 +119 29,7+252,1 79,7 61+169,6 +182,6 159,6+432,6 +179,1  94,9+417,1
[ng/ml]
sIgA [pg/ml] 1653,1 1223 1385,1 906 NS 1059,1 942 NS 1784,1 1769 NS NS
510 - 2040 +1389,8 827+1654 14084 510,5+1983 +888,7  222+1788 +1212,8 855+2774,5
[ng/ml]
CRP[ng/dl] 0,7 04 1 0,6 NS 14 0,5 NS 0,4 0,3 0,036* NS
do 5 [ng/dl] +1,2 0,1-0,4 +1 0,3+1,5 +2.5 0,2+1 +0,5 0,2+0,4

X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gdérny kwartyl;*p<0,05;**p<0,01;NS — brak istotnosci statystycznej; SIgA
[ug/ml]- wydzielnicza immunoglobulina A; CRP [ng/dI]- biatko C-reaktywne

Wyniki badan wskaznikoéw morfologii krwi w I i II terminie badah w grupie m¢zczyzn
poddanej treningowi wytrzymatosciowemu (ET) oraz w grupie m¢zczyzn poddanej treningowi
wytrzymatosciowemu 1 saunie (ET+S) wraz z analiza poréwnawczg zaprezentowano
w tabelil7.

Analiza poréwnawcza wskaznikow morfologii krwi pomiedzy badanymi grupami
mezczyzn nie wykazala istotnego réznicowania pomigdzy badanymi grupami mezczyzn w obu

terminach badan. Natomiast wykazano istotng statystycznie roznice pomiedzy terminami badan
W obu grupach badanych mezczyzn w zakresie liczby i warto$ci procentowej granulocytow

obojetnochtonnych (p<0.05) oraz w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymato§ciowemu

(ET) w zakresie wartosci procentowej bazofilii (p<0.05; tab. 17).
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Tabela 17. Analiza porownawcza wskaznikéw morfologii krwi w I i II terminie badan w grupie
mezezyzn poddanej treningowi wytrzymaloSciowemu (ET) oraz w grupie mezczyzn poddanej

treningowi wytrzymalosciowemu i saunie (ET+S)

| termin 1l termin
ET ET+S ET ET+S
(n=7) (n=8) (n=7) (n=8)
= = test U 5 = test U
X ll\fe 3 X le 3 Manna ve le 3 test X le 3 test Manna
+SD Ql=Q +SD Ql-+Q Whitneya £ SD Ql+Q Wilcoxona = SD Ql+Q Wilcoxona Whitneya
p p p p
HGB [G/L] 156,7 153 152,9 159 NS 155,4 155 NS 155,3 153,5 NS NS
140 - 180 +11,4 145+165 +11,4 146,5+160,5 +14,2 150+162 +11,8 147+165,5
[g/L]
RBC
[liczba/ul] 5,2 5,2 5,2 55 NS 51 51 NS 54 53 NS NS
4,7 - +0,5 4,9+5,7 +0,5 5+5,5 +0,5 5+5,6 +0,5 5,158
6,1x10.e6/uL
HCT [ %] 46,1 46,2 453 46,2 NS 45,3 45,2 NS 46,2 45,6 NS NS
42 -52 [%] +3,1 43,1+48.,8 +3,2 43,6+47.,8 +39 43,5+48,2 +33 44,3+48,3
MCV [fL] 88,9 88,6 86,6 87,1 NS 88,9 89 NS 86,5 87,3 NS NS
80 - 94 [fL] +2)7 87,2+89,8 +2.7 85,1+88,2 +3 85,9+89,7 +2.8 84,7+87,7
RDW-CV [
%] 11,9 12 12,4 12,4 NS 12,1 12 NS 12,5 12,3 NS NS
11,5-145 +0,4 12+12 +0,5 12+12,7 +0,4 11,7+12,4 +0,5 12,2+12,9
[%]
MCH [pg]
[fmol] 30,2 30,3 29,2 29,4 NS 30,5 30 NS 29,1 29 NS NS
26 - 32 [pg] +1,3 29,2+31,1 +0,6 28,7+29,5 +1,3 29,5+31,5 +0,7 28,9+29,2
[fmol]
MCHC [g/L] 340,1 338 3375 336,5 NS 343 345 NS 336,1 334 NS NS
330-370 +6,6 336+347 +59 333,5+338 +6,7 336+350 +8,1 331+337
[o/L]
PLT
[liczba/ul] 245 255 265,6 257 NS 250,7 249 NS 246,5 2425 NS NS
140 - 440 +40 211277 +46,6 220,5+313 +44.4 219+293 +37,9 222,5+270
x10.e3/uL
MPV* 9,9 9,7 10,4 10,5 NS 10 10 NS 10,7 10,7 NS NS
7,2-111[fL] +0,4 9,7+10,4 +0,5 10+10,8 +0,34 9,9+10,4 +0,6 10,3+11
WBC
[liczbalul] 6,6 6,9 7.9 71 NS 58 59 NS 6,5 59 NS NS
45 - +1 5,55+7,1 +3,6 5,7+8,2 +1,2 5,2+6,7 +1.,5 5,6+7,5
10,4x10.e3/uL
%NEUT* [%] 51,2 54 55,7 57,3 NS 44,8 40,5 0,028* 48,9 48,3 0,009* NS
40 - 74 [%] +8,5 43,7+56,8 +13.4 43,1624 +10,3 38,5+50 +8,5 44,7+53,8
%LY MPH*
[%] 36,2 33,7 29,8 30,2 NS 40,8 45,8 NS 35,2 36,3 NS NS
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19 - 48 [%] +8 31,7+43 +10 24+39.3 9,6 36,4+46,7 +5,1 33,1387

%MONO*
[%] 8,2 8,3 10,3 10,7 NS 8,9 9 NS 10 9,8 NS NS
3,4-9 [%] +1,1 7,4+9.,5 +2 9,6+11,1 +1,7 7,110 +1,1 9,1+10,9
%EOS™ [%)] 3,1 25 3 1,6 NS 3,9 31 NS 4,5 3 NS NS
do 7 [%] +1,3 2,3+3,9 +2,6 1,3+4,2 +2,9 2,3+4 +4.8 2,7+3,7
%BASO*[%] 0,6 0,6 04 0,4 NS 0,8 0,8 0,0277* 05 05 NS NS
do 1,5 [%] +0,2 0,4+0,6 +0,2 0,3+0,5 +0,2 0,61 +0,3 0,35+0,7
NEUT*[uL] 33 3,7 4,7 38 NS 2,6 23 0,028* 32 2,8 0,0076* NS
19- +0,5 3+3,7 +3.5 2,6+5,1 +0,9 2,1+3,3 +1 2,6+3,8
8x10.e3/uL
LYMPH* 2,4 2,3 2,1 2 NS 2,3 2,6 NS 2,3 2,2 NS NS
0,9- +0,8 1,7+2,7 +0,3 1,9+2,1 +0,7 1,6<2,8 +0,4 2425
5,2x10.e3/uL
MONO* 0,5 0,5 0,8 0,7 NS 0,5 05 NS 0,7 0,6 NS NS
016- *0.1 0,5+0,6 +0,2 0,6+0,9 +0,2 0,4+0,6 +23.4 0,5+0,8
1x10.e3/uL
EOS* 0,2 0,2 0,2 0,2 NS 0,2 0,2 0,0258 0,3 0,2 NS NS
do +0,1 0,1+0,3 +0,2 0,1+0,2 +0,2 0,1+0,2 +0,4 0,2+0,2
0,8x10.e3/uL
BASO*[uL] 0,04 0,04 0,03 0,03 NS 0,04 0,04 NS 0,04 0,03 S,0440 NS
do +0,1 0,02+0,05  +0,01 0,02+0,04 +0,011  0,04+0,06 +0,02 0,02+0,05
0,2x10.e3/uL

X - srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl; Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05;**p<0,01;NS — brak istotnosci statystycznej; HGB [G/L]-
hemoglobina, RBC [liczba / ul] - liczba czerwonych krwinek,HCT[ %] - hematokryt, MCV [FL] - wskaznik sredniej objetosci krwinki czerwonej [femtolitr],RDW-
CV[%] - wspolczynnik zmiennosci rozktadu objetosci erytrocytow,MCH [pg] [fmol] - wskazZnik sredniej masy hemoglobiny w erytrocycie,

MCHC [g/L] - Srednie stezenie hemoglobiny w erytrocytach,PLT [liczba / ul] - liczba trobocytéw, MPV*[fL] - srednia objetos¢ ptytek krwi, WBC[liczba/uL] -
liczba biatych krwinek,%NEUT[%)] - wartos¢ procentowa granulocytéw obojetnochtonnych, %LYMPH [%] - wartos¢ procentowa limfocytow,%MONO [%)] -
wartos¢ procentowa monocytow, %EOS[%] - wartos¢ procentowa eozynofilii, %BASO[%] - wartos¢ procentowa bazofilii NEUT*[liczba/uL] - liczba
granulocytow obojetnochonnych, LYMPH*[liczba/ul] - liczba limfocytow,MONO*[liczba/ul] - liczba monocytéw, EOS*[liczba/ulL] - liczba eozynofilli,
BASO*[liczba/ul] - liczba bazofilii

Wyniki badan wskaznikow wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii,
wybranych grzybow oraz wartosci pH kalu w I 1 II terminie badan w grupie me¢zczyzn poddane;j
treningowi wytrzymatosciowemu (ET) oraz w grupie mezczyzn poddanej treningowi
wytrzymalosciowemu 1 saunie (ET+S) wraz z analiza poréwnawcza zaprezentowano
w tabeli 18.

Analiza poréwnawcza wskaznikow wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii,
wybranych grzybow oraz warto$ci pH kalu pomigdzy terminami badan w obu grupach badanych

mezczyzn nie wykazala istotnego roznicowania. Natomiast wykazano istotng statystycznie réznice
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pomiedzy badanymi grupami me¢zczyzn w I terminie badan w zakresie tacznej liczby bakterii

(p <0.05: tab.18)

Tabela 18. Analiza por6wnawcza wybranych bakterii wskaznikowych, ilosci bakterii, wybranych
grzybow oraz wartosci pH kalu w I i II terminie badan w grupie mezczyzn poddanej treningowi
wytrzymalosciowemu (ET) oraz w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymalosciowemu
i saunie (ET+S). Liczbe oznaczonych bakterii zaprezentowano w postaci Log10 CFU/g kalu

| termin 1l termin
ET+S ET ET+S
(n=7) (n=8) (n=7) (n=8)
= = test U — — test U
X Me Q1 X+ Me Q1 Manna X Me Q1 test X Me Q1 test Manna
+SD Q3 SD Q3 Whitneya  + SD Q3 Wilcoxona  + SD Q3 Wilcoxona ~ Whitneya
P P p p
E.coli [CFU/g
katu] 6,1 6,7 58 6,4 NS 6,5 6,7 NS 4.8 59 NS NS
+1 4,9+7 +1,8 5+7 +0,9 5,8+7,3 +2.8 2+7
E.coli Biovare
[CFU/g katu] 3,2 2 25 2 NS 31 2 NS 25 2 NS NS
+2,1 2+5.6 +1,5 2+2 £1,9 2+5.8 £1,3 242
Klebsiella spp.
[CFU/g katu] 2,1 2 25 2 NS 2,3 2 NS 23 2 NS NS
11 2+2 1,3 2+2 0,9 2+2 0,8 2+2
Enterobacter
spp. [CFU/g
katu] 2 2 2,3 2 NS 2 2 NS 2 2 NS NS
2 2+2 0,8 2+2 0 2+2 0 2+2
Serratia spp.
[CFU/g katu] 2,3 2 2 2 NS 2 2 NS 2,4 2 NS NS
0,9 2+2 0 2+2 2 2+2 1,2 2+2
Enteroccocus
spp. [CFU/g
katu] 4 4,3 3,4 2 NS 4,2 2 NS 4,6 52 NS NS
+2 2+6,3 +2 2+5.5 +2.8 2+7 2.2 2+6.,5
Bifidocacteriu
m spp. [CFU/g
katu] 6 6,6 6,2 6,2 NS 6,4 6,7 NS 6,2 6,4 NS NS
+0,8 5,3+6,8 +0,8 5,8+6,9 +0,9 6,5+7 +0,8 5,6+6,7
Bacteroides
spp. [CFU/g
katu] 8,9 8,6 8,6 8,5 NS 9 9,3 NS 8,7 8,6 NS NS
+0,3 8,8+9,3 +0,5 8,3+8.,8 +0,6 8,5+9,3 +0,7 8,2+9,2
Lactobacillus
[CFU/g katu] 54 5,6 3,9 4,5 NS 4,8 4,9 NS 4,5 4,3 NS NS
+0,7 4,9+6 +1,7 2+5,1 £1,3 49+53 £1,3 43+53
H202 -
Lactobacillus
[CFU/g katu] 4.8 4,9 3,6 33 NS 4,7 4,9 NS 4,2 4,3 NS NS
+1,4 4,8+55 +1,8 2+5,1 +1,3 4,3+53 +1.,5 3,153
Clostridium
spp. [CFU/g
katu] 2,8 2 3,2 2 NS 33 2 NS 2,3 2 NS NS
+1,3 2+4.,6 +1,7 2+4.8 +1,7 2+4.8 +0,9 242
F. prausnitzii
[CFU/g katu] 8,5 8,6 8,5 8,6 NS 8,5 8,5 NS 8,4 8,7 NS NS
+0,3 8,3+8.,8 +0,5 8,3+8.8 +0,4 8,3+8,9 +0,7 8+9
A. muciniphila
[CFU/g katu] 34 3,6 4,1 3,8 NS 4 3,6 NS 4,2 3.8 NS NS
+1 2+4.5 +2.3 2+5,8 +1,9 2+6,3 +2.2 2,5+5,8
Lgczna ilosé
bakterii
[CFU/g katu] 1 10 8,8 9,6 0,0205* 9 10 NS 9,9 9,8 NS NS
+0,2 9,8+10 +2.8 9,6+9,8 +3,1 9,8+10,5 +0,2 9,7+10
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pH katu 6,1 6 6,3 6,5 NS 6,4 6,5 NS 6,3 6,5 NS NS

+0,5 6+6,5 +0,3 6+6,5 +0,4 6+7 +0,7 5,8+6,8

Drozdzaki

[CFU/g katu] 2,5 2 3 34 NS 2,7 2 NS 2,9 2 NS NS
+0,8 233 +0,9 2+3.9 +0,9 2+3.8 +1,4 2+3.7

X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05;**p<0,01;NS — brak istotnosci statystycznej;
CFU/g katu - jednostka tworzqca kolonie tj. liczba mikroorganizméw w gramie katu

Wyniki badan dziennego spozycia energii [kcal], biatka [%], weglowodanow [%], thuszezy [%]
oraz blonnika [%] w I i II terminie badan w grupie mezczyzn poddanej treningowi
wytrzymatosciowemu (ET) oraz w grupie mezczyzn poddanej treningowi wytrzymalo$ciowemu
1 saunie (ET+S) wraz z analizg porOwnawczg zaprezentowano w tabeli 20.

Analiza porownawcza dziennego spozycia energii [kcal], biatka [%], weglowodandéw [%],
thuszczy [%] oraz blonnika [%] pomiedzy badanymi grupami mezczyzn w | terminie badan wykazata
istotne zréznicowanie w zakresie procentowg podazg w dziennej diecie thuszczoOw oraz udziatu
btonnika (p <0.05) natomiast w II terminie badan w zakresie procentowego udzialu w dziennej diecie
weglowodanéw, tluszczéOw oraz udzialu blonnika  (p<0.05). Dokonana analiza poréwnawcza
pomiedzy terminami badan wykazata istotnie statystyczna rdznice W grupie mezczyzn poddanej
treningowi wytrzymatosciowemu (ET) w zakresie podazy energii oraz procentowego udziatu biatka
w codziennej diecie badanych (p <0.05; tab.19)

Tabela 19. Analiza porownawcza dziennego spozycia energii [kcal], bialka [%], weglowodanéw
[%], tluszczy [%] oraz blonnika [%] w I i II terminie badan w grupie mezczyzn poddanej
treningowi wytrzymalosciowemu (ET) oraz w grupie mezczyzn poddanej treningowi
wytrzymalo$ciowemu i saunie (ET+S)

11 termin
ET ET+S ET ET+S
(n=7) (n=8) (n=7) (n=8)
— — test U = — test U
X Me X Me Manna X Me test X Me test Manna
+SD Q1-Q3 +SD Q1-Q3 Whitneya +SD Q1+Q3 Wilcoxona +SD Q1+Q3 Wilcoxona Whitneya
p p p p
Energy intake [kcal/d] 2500 2591 2766 2606 NS 2776 2695 0,028** 2419 2101 NS NS
+382 24092689 593 2352+2945 398 2564+2927 886 1916+2673
Protein [% ] 20,3 20,3 16,6 16,8 NS 17,2 17,3 0,028** 15,8 14,8 NS NS
+3,5 18+23,3 25 15+18 14 15,5+18.3 3 13,7+16,9
Carbohydrate [% ] 48,8 48,3 443 47,6 NS 52,2 52,6 NS 45,7 a7 NS 0,004*
+6,5 42+554 7,8 37+49 4 50+53,3 5 44,1+49,5
Fat [% ] 29,5 28 39 36,8 0,0205* 30,1 30 NS 38,5 38,8 NS 0,0205*
+5.4 26+32 8,4 34+44.5 3,7 28+34.2 6,9 34,5+409
Total fiber [g/d] 25,6 22,2 24,2 21,6 0,0401* 28,3 26,8 NS 19,2 18 NS 0,0205*
+9 20+31 13,5 14,631 6,5 23,2334 10,3 13+21,3

X - Srednia; SD - odchylenie standardowe;Me-mediana;Q1- dolny kwartyl;Q3 - gérny kwartyl;*p<0,05;**p<0,01;NS — brak istotnosci statystycznej;
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5. OGRANICZENIA PRACY

Ograniczeniem przeprowadzonych badan jest relatywnie niewielka ilo$¢ mgzczyzn
objetych badaniem. Glowna przyczyna byly rygorystyczne kryteria wilaczenia
i wykluczenia z badania. Zastosowane w badaniach kryteria pozwolity dobra¢ mozliwie
homogenng grupe badang, w ktorej starano si¢ wykluczy¢ inne czynniki majace wplyw na
ilos¢ i profil mikrobioty jelitowej. Rowniez istotnym ograniczeniem wykonanych badan byt
bardzo wysoki koszt badan mikrobiologicznych. Na przestrzeni ostatnich kilku lat, techniki
wykorzystywane w diagnostyce mikrobioty jelit znacznie ulegly zmianie, co pozwala na
precyzyjng analize calosci genomu mikrobiomu ludzkiego, ale koszt jego oznaczen jest nadal

bardzo wysoki.
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