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Resumo Gráfico

Quantificação de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp em crianças 
hospitalizadas com Sequência de Pierre Robin
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Figura 1:  Bebê com SPR com micrognatia e glossoptose
Figura 2:  Bebê com Cânula respiratória numa das narinas (A) e 
com uma sonda alimentadora (B) na outra narina
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INTRODUÇÃO

Resumo

O objetivo foi detectar e quantificar Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp na microbiota intestinal (MI) de crianças 
com sequência de Pierre Robin (SPR) nos primeiros e segundos meses de vida, para verificar possíveis influências 
no estabelecimento definitivo da MI. Desenho: Estudo longitudinal e descritivo. Local: Hospital de Reabilitação de 
Anomalias Craniofaciais. Participantes: Seis crianças, um menino e cinco meninas, que foram hospitalizadas para 
o manejo de sua condição, avaliadas durante o primeiro (M1) e o segundo (M2) meses de vida. Intervenções: 
Amostras de fezes foram coletadas e analisadas por extração de DNA para quantificação dos gêneros anaeróbios 
Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp. Dados socioeconômicos e clínicos sobre as crianças também foram coletados. 
Principais medidas de desfecho: O número de cópias de espécies bacterianas foi calculado para cada amostra fecal. O 
gênero Bifidobacterium estava presente em todas as crianças analisadas, com aumento significativo em M2 para cinco 
crianças. O número de cópias por grama de fezes variou de 1,8 × 10⁷ a 5,5 × 10¹¹ em M1 e de 4,2 × 10⁸ a 3,0 × 10¹² 
em M2. O gênero Lactobacillus não esteve presente em todas as crianças, sendo detectado em quantidades baixas, 
com uma média variando de 8,5 × 10³ a 9,7 × 10⁸ cópias por grama de fezes em M1. Em M2, apenas uma criança 
apresentou uma quantificação de 8,1 × 10⁴, enquanto duas outras crianças mostraram ausência do microrganismo em 
M1 e M2. A colonização bacteriana do trato gastrointestinal de crianças com SPR é influenciada por fatores clínicos 
e ambientais específicos. Uma microbiota intestinal saudável é essencial para o desenvolvimento e a imunidade dos 
recém-nascidos, mas os desafios associados à SPR afetam a diversidade da microbiota.

Palavras-chave: Sequência de Pierre Robin. Microbiota Fecal. Microbiota Intestinal.

A colonização inicial da microbiota intes-
tinal é fundamental para o desenvolvimento 
imunológico, nutricional, metabólico e neu-
rológico dos recém-nascidos. A presença de 
bactérias benéficas, como aquelas fornecidas 
pela amamentação, apoia a saúde neonatal ao 
entregar oligossacarídeos, células imunológi-
cas e outros componentes essenciais¹. Os pri-
meiros anos de vida representam uma janela 
crítica para adquirir e estabilizar uma comuni-
dade microbiana saudável, que influencia di-
retamente o sistema imunológico. O conceito 
dos "primeiros 1000 dias de vida" foi proposto 
para enfatizar a importância dos cuidados de 
saúde desde a concepção até o segundo ano 
de vida².

Vários fatores durante a infância, incluindo 
amamentação limitada, uso de antibióticos, 
exposição a contaminantes ambientais e nu-
trição inadequada, moldam a composição da 
microbiota ao promover bactérias patogênicas 
em detrimento de simbiontes benéficos. Esse 
desequilíbrio pode levar ao aumento da per-
meabilidade intestinal, produção desregulada 
de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e 
inflamação sistêmica, afetando, em última aná-
lise, a saúde geral mais tarde na vida3,4. Tais dis-
rupções estão associadas a riscos aumentados 
de doenças inflamatórias, diabetes, obesidade 

e alergias.
A microbiota intestinal humana desempe-

nha um papel vital na saúde e nutrição do 
hospedeiro desde seu estabelecimento. Em 
média, aos dois anos de idade, a diversidade 
de microrganismos está estabelecida para in-
teragir com o hospedeiro ao longo da vida. A 
população de colônias é composta essencial-
mente por bactérias anaeróbicas e aeróbicas, 
alcançando de 1010 a 1014 microrganismos por 
grama de fezes5-13. Fatores intrínsecos e extrín-
secos, como dieta, uso de antibióticos, idade, 
localização geográfica, terapias medicamento-
sas, doenças entéricas, malformações cranio-
faciais, status socioeconômico, nutrição, tipo 
de parto e amamentação moldam especifica-
mente a microbiota de cada indivíduo6,8-13,14-23.

A microbiota fornece efeitos protetores ao 
hospedeiro, como estímulo ao sistema imuno-
lógico e secreção de citocinas anti-inflamató-
rias, inibição do crescimento de microrganis-
mos patogênicos, melhora da absorção de 
nutrientes essenciais e síntese de vitaminas7,12. 
Em contrapartida, quando há desequilíbrio, ob-
serva-se uma associação notável com diarreia, 
danos hepáticos, carcinogênese, infecções e 
putrefação intestinal24.

Presume-se que o trato gastrointestinal hu-
mano é colonizado por mais de 500 espécies 
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de microrganismos, e o número de bactérias 
cultiváveis representa apenas 20-30%. Assim, 
técnicas moleculares têm sido aplicadas para 
conhecer melhor a composição microbiana. 
A técnica de PCR em tempo real (qPCR) é 
utilizada para determinar o número exclusivo 
de bactérias por iniciadores desenhados para 
regiões específicas do gene 16S rRNA. Esta 
técnica é muito sensível em comparação com 
o PCR clássico, pois é possível detectar célu-
las bacterianas por grama de fezes em baixas 
concentrações25-29. Dessa forma, esse método 
foi selecionado para analisar a participação de 
bactérias anaeróbias na comunidade microbia-
na intestinal do grupo de crianças com Sequ-
ência de Pierre Robin (SPR)26.

Poucos estudos investigaram a microbiota 
intestinal em recém-nascidos com malforma-
ções craniofaciais, como a SPR, que requer 
tratamento específico e multidisciplinar para 
reabilitação completa. A SPR é caracterizada 
por uma tríade de anomalias: micrognatia (hi-
podesenvolvimento mandibular), glossoptose 

(deslocamento posterior da língua) e fissura 
palatina, que juntos levam a dificuldades de 
alimentação, obstrução das vias aéreas e, em 
casos graves, insuficiência respiratória. Estudos 
sugerem um envolvimento genético, incluin-
do regiões como 4q32-qter e SOX9 (17q24.
3-q25.1), indicando uma patogênese comple-
xa. No Hospital de Reabilitação de Anomalias 
Craniofaciais da Universidade de São Paulo 
(HRAC-USP), os pacientes recebem cuidados 
multidisciplinares para apoiar a reabilitação e 
a integração social30-33.

Considerando a importante ação da micro-
biota intestinal para a saúde humana e a falta 
de estudos sobre crianças com SPR, este estu-
do teve como objetivo detectar e quantificar 
bactérias dos gêneros Bifidobacterium spp e 
Lactobacillus spp que compõem a microbiota 
intestinal de crianças com SPR atendidas no 
HRAC-USP nos primeiros e segundos meses 
de vida, para verificar possíveis influências 
para o estabelecimento definitivo da microbio-
ta intestinal.

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa do HRAC-USP em 26 de 
junho de 2012. Os pais ou responsáveis as-
sinaram um termo de consentimento livre e 
esclarecido.

Coleta de amostras
Foi conduzido um estudo longitudinal des-

critivo em seis crianças com SPR, um menino 
e cinco meninas, durante o primeiro (M1) e 
o segundo (M2) meses de vida, analisadas 
quanto ao perfil da microbiota intestinal (MI), 
detectando e quantificando bactérias dos gê-
neros Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp, 
bem como fatores externos de colonização, 
tais como idade, localização geográfica, tera-
pias medicamentosas, nível socioeconômico, 
estado nutricional, tipo de parto, amamenta-
ção e uso de antibióticos. Os pais ou respon-
sáveis foram entrevistados em salas privadas 
e, após explicação sobre o estudo, assina-

ram o termo de consentimento e receberam 
frascos estéreis para o armazenamento das 
amostras. A coleta de fezes foi realizada no 
momento da hospitalização, após a entrevista 
e autorização dos pais ou responsáveis. Após 
a coleta, as fezes foram imediatamente envia-
das ao Laboratório Clínico do HRAC-USP e 
mantidas sob refrigeração a -80°C até a ava-
liação da MI.

Informações clínicas
As crianças do presente estudo foram aten-

didas por profissionais do HRAC-USP desde o 
primeiro mês de vida, e as informações diá-
rias estavam disponíveis nos prontuários dos 
pacientes. Assim, foi possível verificar que to-
das as crianças nasceram por parto cirúrgico, 
sendo cinco a termo e uma com 34 semanas 
de gestação, considerada prematura (criança 
4). Cinco famílias eram de nível socioeconô-
mico médio e uma de nível médio-baixo. Em 

MATERIAL E MÉTODO
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geral, os pais tinham bom nível educacional 
e alta renda; as famílias moravam em casas 
de alvenaria próprias, com acesso a energia 
elétrica, água encanada e sistema de esgoto 
adequado. A maioria das crianças com SPR 
não foi amamentada devido à glossoptose e 
disfagia; no entanto, duas mães conseguiram 
bombear e oferecer leite materno em mama-
deira para as crianças durante 3 dias (criança 
4) e 20 dias (criança 6), junto com a fórmula.

Foram observados eventos como disfagia, 
dificuldade respiratória e de alimentação, 
uso de sondas nasofaríngea e nasogástrica e 
refluxo. Três crianças receberam dieta hiper-
calórica com polímeros de glicose (PG), tri-
glicerídeos de cadeia média (TCM) e fórmula 
infantil 1 (F1). Todas as seis crianças recebe-
ram medicamentos para o estômago, refluxo 
e náusea, e apenas uma não recebeu ranitidi-
na, um medicamento que reduz a produção 
de ácido estomacal. A criança 1 usou diferen-
tes antibióticos: ampicilina (7 dias); eritromi-
cina (7 dias); cefepima (9 dias); e azitromicina 
(7 dias).

Extração de DNA
O DNA das amostras coletadas a seco foi 

obtido usando o kit QIAmp DNA Stool Mini 
(Qiagen) para isolamento do DNA genômi-
co bacteriano das amostras fecais, de acordo 
com as recomendações do fabricante28. Para 
obter o DNA bacteriano utilizado na curva 
padrão, foi obtida a curva de crescimento das 
bactérias quantificadas. As reações de quantifi-
cação com iniciadores para quantificação dos 
gêneros anaeróbios Bifidobacterium spp e Lac-
tobacillus spp e a construção da curva padrão 
foram padronizadas. A concentração de inicia-
dores foi determinada para alcançar uma efici-
ência entre 90 e 110% e a reação foi otimiza-
da para um volume final de 20 µL, sendo 2 µL 
de DNA extraído de fezes e o volume restante 
composto por mix, iniciadores e sondas28.

Alíquotas dos pontos de leitura da fase log 
de crescimento dos microrganismos quanti-
ficados foram congeladas até a utilização. A 
partir dessas alíquotas, o DNA foi extraído 
usando o kit Wizard Genomic DNA Purification 

(Promega), conforme as instruções do fabri-
cante. A PCR em tempo real foi realizada em 
um equipamento 7500 Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems). As bactérias anaeróbias 
(Bifidobacterium animalis subsp lactis HN019 
e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356) foram 
inoculadas em caldo Lactobacilli MRS (Dif-
co) e incubadas por 24h, em anaerobiose, a 
37°C28,34.

A população de Bifidobacterium spp foi 
quantificada usando o sistema TaqMan®, o 
que permitiu definir as concentrações dos ini-
ciadores em 300 nM, tanto para forward quan-
to para reverse, e 250 nM para a sonda com 
repórter FAM e quencher NFQ-MGB, pois 
nessas condições a eficiência da reação foi de 
90,516%. Um total de cinco diluições deci-
mais seriadas de DNA genômico de Bifidobac-
terium animalis subsp lactis HN019 foi usado 
para a construção da curva padrão. O ponto 
inicial na curva tinha concentração de 5,3 ng/
µL. A quantificação de Lactobacillus spp foi rea-
lizada usando o sistema SYBR-Green®, com os 
iniciadores e sondas descritos por Furet et al.28, 
com concentrações de 300 nM para iniciado-
res forward e reverse, apresentando eficiência 
de 93,237%. A curva de melting evidenciou a 
especificidade da reação. Um total de cinco 
diluições decimais seriadas de DNA genômi-
co de Lactobacillus acidophilus ATCC4356 foi 
usado para a construção da curva padrão, e o 
ponto inicial tinha uma concentração de 10,1 
ng/µL.

O ciclo de threshold, número de ciclos no 
qual a eficiência de detecção de fluorescência 
é de 100% (região de crescimento exponen-
cial), foi monitorado28. As quantificações das 
amostras foram calculadas no software Excel, 
com o valor do ciclo de threshold (Ct) obtido 
durante o teste. Esses valores foram inseridos 
na equação obtida a partir da curva padrão 
construída. Os valores obtidos foram corri-
gidos de acordo com as diluições das amos-
tras30-33.

O número de cópias de espécies bacteria-
nas foi calculado para cada amostra fecal, com 
base nos valores de Ct, usando as curvas pa-
drão construídas35-39.
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Aos dois meses, houve uma presença sig-
nificativa do gênero Bifidobacterium spp na 
microbiota das crianças. Todas as crianças 
apresentaram grande quantidade de Bifido-
bacterium spp e baixa quantidade de Lactoba-
cillus spp, o que determinou o perfil de colo-
nização de cada uma.

Os gêneros Lactobacillus e Bifidobacte-
rium foram quantificados no primeiro e no 
segundo meses de vida de seis crianças com 
SPR. O gênero Bifidobacterium estava presen-
te em todas as crianças analisadas e apresen-
tou um aumento significativo no número de 
cópias/g de fezes no segundo mês para cinco 
crianças. No entanto, uma criança apresen-
tou uma leve diminuição (Tabela 2), demons-
trando que não houve um padrão na coloni-
zação. O número de cópias/g de fezes variou 

de 1,8x10⁷ a 5,5x10¹¹ em M1 e de 4,2x10⁸ a 
3,0x10¹² cópias/g de fezes.

O gênero Lactobacillus não estava presen-
te em todas as crianças, sendo detectado em 
baixa quantidade, com uma média variando 
de 8,5x10³ a 9,7x10⁸ cópias/g de fezes em 
M1, e em M2 apenas uma criança apresentou 
uma quantificação de 8,1x10⁴. Outras duas 
crianças (números 1 e 6) apresentaram ausên-
cia do microrganismo em M1 e M2.

A quantificação das bactérias de acor-
do com a amamentação evidenciou que as 
crianças 1 e 6, que receberam leite materno, 
tiveram um aumento em Bifidobacterium spp 
e redução ou ausência total de Lactobacillus 
spp, assim como as outras crianças. Cada 
criança apresentou um perfil microbiológico 
fecal específico.

Tabela 1 - Informações clínicas de crianças hospitalizadas com Sequência de Pierre Robin, incluindo gênero, 
origem, uso de medicamentos antiácidos, nível socioeconômico, dieta e amamentação, Bauru, SP.

RESULTADOS

Mundo Saúde. 2024,48:e16202024

Criança 
n° Gênero Origem Uso de 

Ranitidina
Nível 

Socioeconômico Tipo de parto Dieta 
Hipercalórica

Aleitamento 
Materno TFFA SNF SNG

1 F GO Sim Médio Cirúrgico Sim Não Sim Sim Sim

2 F SP Sim Médio Cirúrgico Não Não Sim Sim Sim

3 F SC Não Médio Cirúrgico Não Não Sim Sim Sim

4 F SP Sim Superior Cirúrgico Sim Sim Não Não Sim

5 M AL Sim Médio Cirúrgico Sim Não Sim Sim Sim

6 F RJ Sim Médio Cirúrgico Não Sim Não Sim Sim
 
Legenda: AL = Alagoas; GO = Goiás; RJ = Rio de Janeiro; SC = Santa Catarina; SP = São Paulo.
F – Feminino 
M – Masculino 
TFFA – Técnica Facilitadora da Alimentação
SNF – Sonda Nasofaríngea
SNG – Sonda Nasogastrica
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Tabela 2 - Quantificação do número de cópias de DNA/g de fezes, Bauru, SP.

A microbiota é composta por diversos 
microrganismos que colonizam o hospedei-
ro desde o nascimento e se estabilizam por 
volta dos dois anos de idade. O desenvol-
vimento da interação entre microrganismos 
e hospedeiro gera um ambiente saudável, 
importante para a saúde humana. Esses mi-
crorganismos atuam como fonte de antí-
genos inespecíficos e imunomoduladores, 
estimulando respostas imunológicas locais 
e sistêmicas e influenciando o número e a 
distribuição da população de células do teci-
do linfóide associadas ao intestino, além de 
atuarem na defesa contra patógenos invaso-
res7,8,12. No entanto, vários fatores influen-
ciam o estabelecimento e a estabilidade da 
microbiota, incluindo dieta6,9-11,13,21, uso de 
antibióticos12,15, idade8,15, localização geo-
gráfica14,17,18, terapias medicamentosas19,20, 
doenças entéricas40, malformações craniofa-
ciais²³ e estado hormonal³¹.

Este estudo identificou diferenças signifi-
cativas na composição da microbiota intesti-
nal em um pequeno grupo de crianças com 
SPR ao quantificar os gêneros bacterianos 
Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp.

As bactérias do gênero Bifidobacterium 
spp fazem parte da microbiota do trato gas-
trointestinal inferior dos humanos e não têm 
patogenicidade. Alguns de seus benefícios 
conhecidos incluem a melhoria do valor nu-
tricional de alguns alimentos, o controle de 
infecções intestinais em crianças, atividade 
anticancerígena, ativação do sistema imu-
nológico e proteção contra infecções por 
microrganismos patogênicos. Lactobacillus 
spp são usados em suplementação nutricio-
nal, pois atuam como um tratamento eficaz 
na prevenção e combate de várias doenças, 
sem risco de atacar ou intoxicar o organis-
mo. Como protegem a microbiota intestinal, 
a suplementação terapêutica com Lactoba-
cillus é recomendada durante e após a tera-
pia com antibióticos41,42.

Esses dois gêneros bacterianos são co-
nhecidos como organismos probióticos e 
são definidos como microrganismos vivos 
usados como suplementos alimentares para 
melhorar a saúde do hospedeiro quando ad-
ministrados na dosagem correta. São agen-
tes terapêuticos que acidificam a microbiota 
intestinal, prevenindo assim o desenvolvi-
mento de microrganismos patogênicos. Eles 

DISCUSSÃO

M1 M2 M1 M2

1 1.5E+08 4.2E+08 0.0 0.0

2 5.5E+11 1.4E+11 1.6E+06 0.0

3 9.7E+08 2.4E+10 2.4E+06 0.0

4 1.1E+11 3.0E+12 9.7E+08 0.0

5 8.8E+09 2.9E+10 8.5E+03 8.1E+04

6 1.8E+07 8.2E+09 0.0 0.0
 
M1 = Primeiro mês de vida
M2 = Segundo mês de vida

SISTEMA
ALVO

Criança nº.

TaqMan®

300/300/250nM
Vol 20µL

SYBR® Green I
300/300nM
Vol 20µL

Bifidobacterium spp Lactobacillus spp
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também desempenham um papel antibacte-
riano e anti-inflamatório e podem alterar a 
composição microbiana42.

A maioria das crianças com SPR neste es-
tudo são do sexo feminino, o que está de 
acordo com os relatos de Meyer et al.43 e 
Pinheiro Neto et al.44.

Um fator que pode influenciar a micro-
biota do recém-nascido é o tipo de parto. 
Nesse momento, principalmente durante o 
parto normal, o bebê tem contato com bac-
térias da microbiota vaginal e fecal da mãe 
ou com bactérias do ambiente; durante o 
parto cirúrgico, provavelmente há contato 
com instrumentos cirúrgicos e a presença da 
mãe com sinais de afeto, como beijos. Nesta 
pesquisa, verificou-se que todas as crianças 
nasceram por parto cirúrgico, concordando 
com os dados de Vieira & Pereira45.

De acordo com os resultados (Tabela 1), 
a maioria das crianças não foi amamentada. 
Com a amamentação e o consumo de oxigê-
nio do lúmen intestinal, podem surgir gêne-
ros bacterianos, como Bifidobacterium spp, 
que podem variar em quantidade dependen-
do do tempo de amamentação, já que o lei-
te humano apresenta fatores de crescimento 
para esse respectivo gênero; Lactobacillus 
spp; Bacteroides spp; Eubacterium spp; entre 
outros. Todas as crianças foram colonizadas 
por Bifidobacterium spp e em maior quan-
tidade do que Lactobacillus spp durante os 
primeiros sessenta dias de vida. Este resul-
tado foi semelhante aos estudos realizados 
por Talarico29.

A amamentação, junto com a introdução 
de fórmulas suplementares e alimentos só-
lidos, está relacionada ao desenvolvimento 
de populações estritamente anaeróbias42. 
Isso favorece um aumento na quantidade 
de bactérias dos gêneros Bifidobacterium 
spp e Lactobacillus spp, conforme descrito 
por Vael; Desager46. O gênero Lactobacillus 
spp não foi encontrado em todas as crian-
ças, diferindo dos estudos de Talarico29, mas 
semelhante aos de Jost et al.47, que quantifi-
caram esse gênero em uma amostra de sete 
crianças.

Ao nascer, devido ao contato com a mi-

crobiota materna, ambiente e outros fatores 
externos, o recém-nascido terá uma popula-
ção diversa de bactérias que se estabilizará 
após o segundo ano de vida5. A importância 
desses microrganismos é tão relevante que 
um dos principais gêneros colonizadores, 
como Bifidobacterium spp, é usado para o 
tratamento e prevenção de doenças gas-
trointestinais48.

De acordo com Vandenplas et al.49, o 
equilíbrio da microbiota também pode ser 
alterado pelo uso de medicamentos, mu-
dando sua composição e abrindo caminho 
para microrganismos patogênicos. Vieira et 
al.45 mostraram que a quantidade de alguns 
gêneros, como Bifidobacterium spp e Lacto-
bacillus spp, é significativamente reduzida 
após 24 horas de uso de cefazolina em ci-
rurgias de reparo palatal, o que pode gerar 
complicações negativas para o hospedeiro. 
O presente estudo revelou que a maioria 
das crianças utilizou ranitidina (antiácido). 
O efeito dos antibióticos na composição da 
microbiota intestinal nesse grupo de crian-
ças demonstrou heterogeneidade durante 
o período do estudo. Foi possível observar 
uma mudança no perfil da microbiota em al-
gumas crianças, de acordo com o grupo e 
o período. De acordo com alguns autores, 
o tratamento com antibióticos causa distúr-
bios nos padrões esperados de Bifidobacte-
rium spp e crescimento excessivo de entero-
bactérias17. O presente estudo revelou que 
o uso de medicamentos antimicrobianos in-
terfere na variabilidade individual da micro-
biota intestinal.

O uso de técnicas moleculares para ava-
liar a diversidade, variabilidade individual e 
complexidade da microbiota tem sido aplica-
do nos estudos mais recentes, independen-
temente da cultura microbiológica. A qPCR 
é um procedimento usado para detectar e 
quantificar bactérias específicas, usando ini-
ciadores desenhados para reconhecer regi-
ões específicas do rRNA; assim, é possível 
detectar células bacterianas por grama de 
amostra fecal em concentrações mais baixas 
em comparação com a técnica convencio-
nal25,26-28.
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Este estudo demonstrou que o estabelecimen-
to da microbiota intestinal em crianças com SPR é 
influenciado por fatores clínicos e ambientais, com 
variabilidade significativa na composição bacteria-
na entre os indivíduos. Uma microbiota intestinal 
saudável é vital para a saúde imunológica e o de-
senvolvimento dos recém-nascidos; no entanto, 
crianças com SPR enfrentam desafios únicos que 
dificultam o estabelecimento de uma microbiota 

equilibrada. Esses achados ressaltam a importân-
cia de estratégias de cuidados personalizadas para 
pacientes com SPR, incluindo intervenção precoce 
para promover a amamentação e o uso cauteloso 
de antibióticos. Além disso, pesquisas futuras de-
vem se concentrar em comparar pacientes com 
SPR com controles saudáveis para entender as 
divergências em relação ao esperado e suas pos-
síveis implicações.
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