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RESUMO 

Cortez, R. V. Efeito da colostroterapia e do leite materno no estabelecimento da microbiota 

de recém-nascidos prematuros. 2021. 123 p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

A colonização inicial da microbiota humana é de suma importância, desempenhando um papel 

fundamental no desenvolvimento imunológico, nutricional, metabólico e neurológico. Recém-

nascidos prematuros e de baixo peso muitas vezes precisam permanecer internados em unidades 

de terapia intensiva e frequentemente a dieta enteral trófica é limitada, devido à imaturidade do 

sistema digestivo ou estado clínico do recém-nascido. Nesse contexto, a amamentação é 

importante para o desenvolvimento do recém-nascido e para a colonização inicial do trato 

gastrointestinal. Além disso, a administração de colostro como imunoterapia oral já foi descrita 

como uma terapia segura, viável e bem tolerável por recém-nascidos. Sendo assim, este projeto 

avaliou o efeito da administração de leite materno, seja através da dieta ou colostroterapia, no 

desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de recém-nascidos prematuros. Foi realizado 

um estudo longitudinal e observacional, onde foram recrutados 20 neonatos prematuros para a 

análise da microbiota oral e 56 para a análise da microbiota intestinal. Foram coletadas amostras 

de saliva e fezes dos neonatos, e leite materno das mães destes neonatos, e realizado 

sequenciamento do gene 16S rRNA destas amostras, além da dosagem de imunoglobulina A 

(IgA) nas fezes dos recém-nascidos. Para análise estatística, foi utilizado o software SPSS e R 

Studio, adotando significância de 5% para os testes.  O leite materno de mães de recém-nascidos 

prematuros apresenta composição que muda ao longo do tempo, com aumento de 

Staphylococcus e Streptococcus e diminuição de Corynebacterium 1. A colostroterapia possui 

efeito benéfico sobre a microbiota oral, com aumento de gêneros como Staphylococcus, 

Bifidobacterium e Bacteroides. Adicionalmente, existe diferença na microbiota intestinal 

quando diferentes proporções de leite materno são oferecidas durante a primeira semana de 

vida, além de maiores níveis de IgA total nas amostras de fezes de neonatos que receberam 

maiores proporções de leite materno. 

 

Palavras-chave: Colostroterapia, prematuridade, microbiota oral, microbiota intestinal, leite 

materno.



 

 

ABSTRACT 

Cortez, R. V. Effect of breast milk and oropharyngeal administration of colostrum on the 

establishment of the microbiota of preterm newborns. 2021. 123 p. Thesis (Doctorate) – 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2021. 

The initial colonization of the human microbiota is of paramount importance, playing a 

fundamental role in immunological, nutritional, metabolic, and neurological development. 

Premature and low-birth-weight newborns often need to remain hospitalized in intensive care 

units and often enteral trophic diet is limited due to the immaturity of the digestive system or 

the newborn's clinical status. In this context, breastfeeding is important for the newborn's 

development and for the initial colonization of the gastrointestinal tract. Furthermore, the 

administration of colostrum as oral immunotherapy has been described as a safe, viable and 

well-tolerable therapy for newborns. Therefore, this project evaluated the effect of 

administering breast milk, either through diet or administration of colostrum, on the 

development of the oral and intestinal microbiota of preterm newborns. A longitudinal and 

observational study was carried out, where 20 premature neonates were recruited for the 

analysis of the oral microbiota and 56 for the analysis of the intestinal microbiota. Samples of 

saliva and feces were collected from the newborns, and breast milk from the mothers of these 

newborns, and 16S rRNA gene sequencing was performed from these samples, in addition to 

the dosage of immunoglobulin A (IgA) in the feces of the newborns. For statistical analysis, 

SPSS and R Studio software were used, adopting a significance of 5% for the tests. Breast milk 

from mothers of premature newborns has a composition that changes over time, with an 

increase in Staphylococcus and Streptococcus and a decrease in Corynebacterium 1. 

Administration of colostrum has a beneficial effect on the oral microbiota, with an increase in 

genera such as Staphylococcus, Bifidobacterium and Bacteroides. Additionally, there is a 

difference in the intestinal microbiota when different proportions of breast milk are offered 

during the first week of life, in addition to higher levels of total IgA in stool samples from 

newborns who received higher proportions of breast milk. 

Keywords: Administration of colostrum, prematurity, oral microbiome, gut microbiome, breast 

milk. 
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1. INTRODUÇÃO 

O trato gastrointestinal (TGI) humano é um ecossistema complexo onde ocorrem 

diversas interações, sejam elas entre bactérias, bactérias-hospedeiro, bactérias-nutrientes e 

nutrientes-hospedeiro. A quantidade de bactérias que habitam o intestino é cerca de dez vezes 

maior do que o número de células do organismo humano (CLEMENTE et al., 2012). A 

microbiota intestinal humana, compilação de material genético que habita esse ecossistema, 

compreende um amplo ambiente simbionte de microrganismos que colonizam o trato 

gastrintestinal, da boca ao intestino, e contém cem vezes mais genes do que o genoma humano 

(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016). Sabe-se hoje que estes microrganismos 

desempenham papel fundamental no metabolismo humano, sistema imune, sistema neurológico 

e nutricional, podendo ainda prevenir doenças (ARRIETA et al., 2015; EVANS; MORRIS; 

MARCHESI, 2013; GALLAND, 2014; SINGH et al., 2017). 

A colonização tem início na vida intrauterina, através do líquido amniótico, membranas 

uterinas e mecônio (GOSALBES et al., 2013; MARTIN et al., 2016), contribuindo para o 

desenvolvimento da microbiota oral neonatal que colonizará o restante do trato gastrointestinal 

(SWEENEY et al., 2018). Desta forma, acredita-se que membros da microbiota materna possam 

ser transferidos para o feto pela corrente sanguínea, inviabilizando a teoria do nascimento 

estéril. No entanto, essa via de colonização ainda é discutida (PEREZ-MUÑOZ et al., 2017). 

Estudos nos últimos anos relatando que a colonização pode ser iniciada no útero (ANTONY et 

al., 2015; COLLADO et al., 2016) foram objeto de intenso debate e criticados por potencial 

contaminação (DE GOFFAU et al., 2019; THEIS et al., 2019). Estudo recente, publicado em 

2021, concluiu que a colonização intestinal fetal de bebês saudáveis a termo não ocorre antes 

do nascimento e que os perfis microbianos do mecônio neonatal refletem as populações 

adquiridas durante e após o nascimento (KENNEDY et al., 2021). Ainda faltam mais trabalhos 
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para que de fato se comprove onde de fato se inicia a colonização, portanto, ainda há espaço 

para discussão neste tópico. 

Ao nascimento, o parto natural, no qual o recém-nascido tem contato direto com o 

epitélio vaginal da mãe, é fundamental para o desenvolvimento da colonização gastrointestinal 

(MARTIN et al., 2016). Evidências mostram que fatores maternos, como tipo de parto e regime 

alimentar durante a gestação, influenciam diretamente no desenvolvimento do ambiente 

intestinal e na composição da microbiota oral nos recém-nascidos (ADLERBERTH; WOLD, 

2009; ZAURA et al., 2014). Além disso, fatores ambientais pós-parto, como tipo de 

alimentação, contaminação ambiental e uso ou não de medicamentos são igualmente cruciais 

no desenvolvimento da microbiota do neonato (TADDEI; BRANDT; CARNEIRO-SAMPAIO, 

2015). 

Atualmente, já se sabe que os primeiros 1000 dias de vida (da concepção até o segundo 

ano de vida) são essenciais para a saúde do bebê. Dessa forma, complicações que venham a 

ocorrer neste período, sejam elas intercorrências alimentares ou o uso de medicamentos, 

apresentam um impacto disbiótico na microbiota intestinal do recém-nascido, com possíveis 

consequências na vida adulta, através de manifestações inflamatórias, entre elas obesidade, 

diabetes, alergias e doenças atópicas (WOPEREIS et al., 2014). 

Os primeiros gêneros bacterianos que colonizam o trato gastrointestinal apresentam uma 

função regulatória da consequente colonização, visto que podem modular a expressão gênica 

das células epiteliais e deixar o ambiente favorável para o seu crescimento, prevenindo o 

crescimento de bactérias introduzidas posteriormente. Dessa forma, a colonização inicial do 

intestino possui um papel importante no processo de escolha de diversos gêneros bacterianos, 

e consequentemente pode trazer consequências em longo prazo (GRITZ; BHANDARI, 2015). 

De maneira geral, em bebês saudáveis e a termo, as bactérias anaeróbias facultativas, 

como Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium são as primeiras 
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bactérias a colonizarem o trato gastrintestinal do recém-nascido, devido ao elevado teor de 

oxigênio que existe inicialmente. À medida que estas bactérias consomem o oxigênio, o meio 

se torna mais adequado para as bactérias anaeróbias estritas, como Bifidobacterium, 

Bacteroides e Clostridium (PALMER et al., 2007). Posteriormente, a composição da microbiota 

intestinal se torna mais estável e a comunidade bacteriana normal do adulto é alcançada até os 

dois primeiros anos de vida, sendo os filos Bacteroidetes e Firmicutes dominantes 

característicos (MATAMOROS et al., 2013; MEEHAN; BEIKO, 2014). 

Por conseguinte, evidências já demonstraram como a amamentação pode auxiliar no 

desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de recém-nascidos. Estudo realizado por 

Pannaraj e colaboradores (2017) com recém-nascidos a termo, observou que a comunidade 

bacteriana do leite materno é transferida para o intestino do bebê, influenciando o 

estabelecimento da microbiota e desenvolvimento do recém-nascido (PANNARAJ et al., 2017). 

Adicionalmente, estudo realizado por Holgerson et al. (2013) identificou que existe diferença 

na microbiota observada na boca de lactentes amamentados com leite materno em relação aos 

alimentado com fórmula infantil, com três meses de idade (HOLGERSON et al., 2013). 

Acredita-se que o leite materno possa promover um estado de ativação imune 

importante para o equilíbrio e interação dos microrganismos com o epitélio intestinal (GROER 

et al., 2015). O leite materno também possui função protetora durante o início da vida, onde é 

uma das principais fontes de nutrição para o recém-nascido e contribui para as defesas 

imunológicas e para a integridade da barreira intestinal, que, neste contexto, ainda é imatura 

(STOCKINGER; HORNEF; CHASSIN, 2011). 

A composição da microbiota oral em neonatos é um fator importante para a saúde e 

desenvolvimento da imunidade, visto que mudanças nessa comunidade podem predispor ao 

aparecimento de infecções ou doenças no início da vida (NEU, 2016; RAUTAVA, 2016). 

Diferentemente da microbiota oral de adultos, que se apresenta estável, a microbiota oral do 
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recém-nascido é mais dinâmica e influenciada pela alimentação oferecida nos primeiros meses 

de vida (AL-SHEHRI et al., 2016). Neste contexto, a amamentação tem papel fundamental, 

fornecendo citocinas reguladoras, fatores de crescimento e diversos outros componentes que 

atuam prevenindo infecções e apoiando o crescimento de bactérias benéficas, regulando dessa 

forma as interações bactéria- hospedeiro (LEBOUDER et al., 2006). Durante a amamentação, 

ocorrem à transferência de diversos gêneros bacterianos do leite materno para a mucosa 

intestinal do bebê, como Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium 

(GROER et al., 2015; MURPHY et al., 2017).  

Em estudo realizado por Martin e colaboradores (MARTIN et al., 2016), foi avaliada a 

microbiota intestinal ao longo dos seis primeiros meses de vida de bebês amamentados 

exclusivamente com leite materno, dieta mista (leite materno e formula infantil) e dieta 

exclusiva com formula infantil. Observaram que recém-nascidos expostos a fórmula infantil 

apresentaram maior frequência de Enterococcus, Clostridium coccoides e Clostridium leptum, 

comparados a recém-nascidos de amamentação exclusiva de leite materno, as quais 

apresentaram menor prevalência de Clostridium perfringens. É sabido que existe diferença na 

microbiota intestinal de crianças de amamentação exclusiva de leite materno em comparação a 

crianças que recebem formulas infantis, pois formulas infantis ou leites industrializados não são 

capazes de substituir todos os componentes proporcionados pelo leite materno humano. Outro 

estudo com a mesma população observou que recém-nascidos prematuros que recebiam 

formula infantil ou poucas doses de leite materno apresentavam aumento da permeabilidade 

intestinal, o que está relacionado ao desenvolvimento de doenças (RODRIGUEZ et al., 2010). 

Como mencionado, o leite materno é responsável pela transferência de alguns gêneros 

bacterianos benéficos ao recém-nascido, além de transferir oligossacarídeos, imunoglobulinas, 

proteínas, como lisozima e lactoferrina, fatores de crescimento e citocinas (BÖTTCHER; 

JENMALM; BJÖRKSTÉN, 2003; CLAUD; SAVIDGE; WALKER, 2003; FROST et al., 2014; 
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LÖNNERDAL, 2013; WANG et al., 2015). A quantidade de cada componente, entretanto, 

muda ao longo da maturação do leite humano, período dividido em colostro, leite de transição 

e leite maduro. Sabe-se que o colostro, produzido entre o primeiro e terceiro dia de lactação, 

possui altas concentrações destes componentes quando comparado ao leite maduro (FROST et 

al., 2014; TURIN et al., 2017). Além disso, a composição do leite materno é diferente em mães 

de recém-nascidos prematuros e a termo (ALBENZIO et al., 2016; CASTELLOTE et al., 2011), 

se adequando à necessidade do neonato. 

Diversos trabalhos descrevem a importância da amamentação para prevenir o 

desenvolvimento de doenças, como: displasia broncopulmonar (PATEL et al., 2017) e 

enterocolite necrosante (JOHNSON et al., 2015), além de diminuir a mortalidade 

(CORPELEIJN et al., 2012) e sepse em unidades de terapia intensiva neonatal (UTINN) 

(PATEL et al., 2013). Khodayar-Pard e colaboradores, no ano de 2014, avaliaram alguns 

gêneros bacterianos presentes no leite materno de mães de recém-nascidos prematuros e a 

termo. Neste estudo, o autor observou que o leite de mães de recém-nascidos prematuros 

possuía maior prevalência de Bifidobacterium sp e de Enterococcus sp em relação ao leite de 

mães de recém-nascidos a termo (KHODAYAR-PARDO et al., 2014). A presença de 

Bifidobacterium e Lactobacillus na microbiota intestinal inicial de neonatos é dita como ideal 

e saudável. Estes gêneros são capazes de ativar a produção de imunoglobulina A (IgA), através 

da fermentação de oligossacarídeos provenientes do leite materno e produzem ácidos graxos de 

cadeia curta (AGCC), os quais auxiliam o desenvolvimento do sistema de defesa (WALKER, 

2010). Em adultos, a microbiota intestinal normalmente produz cerca de 50–100 mmol/L-1 por 

dia de AGCC, como os ácidos acético, propiônico e butírico, os quais são rapidamente 

absorvidos ou utilizados como fonte de energia pelo epitélio intestinal do hospedeiro 

(DUNCAN et al., 2009). Dessa forma, estudos recentes mostraram que os metabólitos 

microbianos do intestino têm efeitos sistêmicos por meio de sua ação imune na sinalização e 



6 

  

regulação da expressão gênica (KOH et al., 2016; MORRISON; PRESTON, 2016), sendo 

associados ao controle de doenças inflamatórias e alérgicas (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 2016; 

RICHARDS et al., 2016). 

Para recém-nascidos prematuros e/ou de baixo peso, nem sempre é possível a 

alimentação com o leite da própria mãe. Neste caso, a opção lógica é a alimentação com leite 

pasteurizado de doadora (WAGNER; HANSON; ANDERSON BERRY, 2013). A 

pasteurização do tipo Holder, tratamento térmico onde o leite é colocado a 62,5º por 30 minutos, 

visa à inativação de todos os microrganismos patogênicos presentes no leite, assim como grande 

parte da microbiota (ANVISA, 2008). Além disso, o processo de pasteurização também 

promove a inativação de alguns componentes celulares presentes no leite materno, como, por 

exemplo, IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-10 e o fator de crescimento de hepatócitos (FCH) 

(EWASCHUK et al., 2011); porém, a concentração de oligossacarídeos do leite materno 

(OLMs) não é alterada pelo processo de pasteurização (BERTINO et al., 2008). Sabe-se que a 

presença de OLMs, um grupo de mais de 200 tipos de açúcares não-digeríveis, é extremamente 

importante para o desenvolvimento do recém-nascido (GERMAN et al., 2008) e que o leite de 

mães de recém-nascidos prematuros possui maiores concentrações de OLMs em comparação 

com o leite de mães de recém-nascidos a termo no primeiro mês de vida (GABRIELLI et al., 

2011). 

Os OLMs não fornecem valor nutricional direto para o recém-nascido, visto que 

somente uma pequena parte é absorvida pelo epitélio intestinal (BODE, 2012). Dessa forma, os 

OLMs agem como substratos para bactérias comensais do intestino, agindo como prebióticos e 

estimulando o crescimento de uma comunidade microbiana benéfica (BODE, 2012; 

CHICHLOWSKI et al., 2011). No caso de lactentes amamentados com fórmula infantil, 

percebe-se que a composição da microbiota intestinal difere em relação a lactentes 
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amamentados com leite materno cru ou pasteurizado, pois fórmulas infantis não possuem 

OLMs em sua composição (DE FILIPPO et al., 2010). 

Estudos recentes observaram que crianças amamentadas com leite pasteurizado de 

doadora apresentam ganho de peso mais lento ou necessidade de fortificação do leite 

(QUIGLEY; EMBLETON; MCGUIRE, 2018; UNDERWOOD, 2013); entretanto, apresentam 

menor incidência de distúrbios intestinais graves, enterocolite necrosante e outras infecções 

durante a internação hospitalar (BOYD; QUIGLEY; BROCKLEHURST, 2007; MCGUIRE; 

ANTHONY, 2003; NARAYANAN et al., 1984). Esse dado é corroborado por uma revisão 

sistemática, que avaliou o efeito da alimentação com fórmula comparada com o leite materno 

de doadora no crescimento e desenvolvimento de prematuros ou recém-nascidos de baixo peso, 

evidenciando que a alimentação com fórmula comparada com o leite materno de doadora está 

associada a taxas de crescimento mais rápidas, mas com quase o dobro do risco de desenvolver 

enterocolite necrosante (QUIGLEY; EMBLETON; MCGUIRE, 2018). Além disso, atualmente 

a Organização Mundial de Saúde recomenda o uso de leite pasteurizado de doadora para recém-

nascidos de baixo peso para os casos onde não há disponibilidade do leite da própria mãe 

(WHO, 2018).  

Neonatos prematuros ou de baixo peso ao nascimento permanecem algum tempo 

internados em UTINN e, muitas vezes, a administração de dieta enteral trófica é limitada em 

consequência da imaturidade do sistema digestivo ou estado clínico do recém-nascido. Diante 

dos benefícios imunológicos do fornecimento do colostro materno, técnicas alternativas de 

administração foram adotadas, entre elas, a colostroterapia. A colostroterapia é uma terapia 

imune oral onde ocorre a administração orofaríngea do colostro, em que uma pequena 

quantidade de leite é colocada na mucosa oral para absorção através de um cotonete esterilizado 

ou aplicador oral (GEPHART; WELLER, 2014). Constituintes do colostro são capazes de 

promover maturação das células intestinais (LÖNNERDAL, 2013), instalação de gêneros 
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benéficos na microbiota intestinal (DAMACENO et al., 2017) e células de defesa contra 

bactérias patogênicas (BÖTTCHER; JENMALM; BJÖRKSTÉN, 2003). De acordo com uma 

meta-análise publicada em 2020, os protocolos de colostroterapia administram 0,2 mL de 

colostro materno, com um tempo de protocolo variando de 24 horas após o nascimento até 7 

dias de vida, e intervalo de administração variando de 2 a 6 horas para cada administração de 

colostro (TAO et al., 2020). Adicionalmente, em revisão sistemática realizada por Panchal e 

colaboradores (2019), foi observado que as intervenções de colostroterapia tem duração de ao 

menos 46 horas consecutivas, dentro da primeira semana de vida dos recém-nascidos 

(PANCHAL; ATHALYE-JAPE; PATOLE, 2019). 

A colostroterapia é uma prática segura, viável e bem tolerada até mesmo pelos menores 

prematuros (RODRIGUEZ et al., 2010) e evidências preliminares defendem o efeito da 

colostroterapia em reduzir o tempo de alimentação enteral total (GEPHART; WELLER, 2014). 

Em 2015, Lee e colaboradores estudaram os efeitos imunológicos da colostroterapia em 

prematuros extremos. Neste estudo, além do aumento de IgA secretora nos prematuros 

submetidos à colostroterapia, houve menor incidência de sepse clínica (LEE et al., 2015). Outro 

estudo, publicado em 2019, acompanhou 100 recém-nascidos prematuros extremos durante o 

primeiro mês de vida para observar o efeito da administração orofaríngea do colostro nos níveis 

séricos de imunoglobulinas, lactoferrina e resistina. Observaram que os níveis de IgA, IgM e 

resistina aumentaram no grupo que recebeu colostro após 15 e 30 dias e os níveis de lactoferrina 

aumentaram após 30 dias da administração, em comparação ao grupo que não recebeu colostro 

(MORENO‐FERNANDEZ et al., 2018). 
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2. JUSTIFICATIVA 

A colonização inicial da microbiota humana é de suma importância, desempenhando um 

papel fundamental no desenvolvimento imunológico, nutricional, metabólico e neurológico. 

Perda de bactérias simbiontes intestinais devido à nutrição parenteral, alimentação enteral 

retardada, tratamentos prolongados com antibióticos no ambiente da UTINN levam a uma 

colonização anormal do intestino e aumentam o risco de infecções. Neonatos prematuros e/ou 

com baixo peso ao nascer também são expostos a esses fatores ambientais, associados a 

diferentes práticas alimentares. Esse contexto configura um padrão delicado de interação com 

microrganismos intestinais e pode implicar em intercorrências. Nesse contexto, medidas de 

prevenção de intercorrências clínicas são necessárias em ambientes hospitalares. A 

amamentação é importante para o desenvolvimento do recém-nascido e para a colonização 

inicial do intestino. A administração de colostro como imunoterapia oral já foi descrita como 

uma terapia segura, viável e bem tolerável por recém-nascidos. Os benefícios clínicos dessa 

prática são associados à melhora imunológica e no perfil bacteriano. Além disso, o tempo para 

atingir o volume de alimentação enteral é menor nos grupos tratados com colostro. Apesar do 

desfecho clínico relacionado a essa prática, o número de estudos sobre os efeitos da terapia com 

colostro na microbiota oral de recém-nascidos prematuros ainda é escasso, assim como estudos 

que observem o efeito de diferentes proporções de leite materno na microbiota intestinal dessa 

população. 
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3. HIPÓTESE 

Ho - 1: A primeira hipótese nula do presente estudo é que a colostroterapia não tem efeito 

benéfico na composição da microbiota oral de recém-nascidos prematuros. 

Ho - 2: A segunda hipótese nula do presente estudo é que maiores porcentagens de leite materno 

na primeira semana de vida não apresentam diferença em relação a menores porcentagens de 

leite materno na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros. 

Ha - 1: A primeira hipótese alternativa do presente estudo é que a colostroterapia apresenta efeito 

benéfico na composição da microbiota oral de recém-nascidos prematuros. 

Ha - 2: A segunda hipótese alternativa do presente estudo é que maiores porcentagens de leite 

materno na primeira semana de vida apresentam diferença em relação a menores porcentagens 

de leite materno na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros. 
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo Geral 

O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito da administração de leite 

materno no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros, assim 

como observar o impacto da administração orofaríngea de colostro na microbiota oral desta 

população. 

4.2. Objetivos específicos 

- Examinar como a composição da microbiota do leite materno muda nos 10 primeiros dias 

após o parto. 

- Avaliar e comparar a composição microbiana de amostras de saliva de recém-nascidos 

submetidos ou não à colostroterapia; 

- Observar o efeito da colostroterapia na microbiota oral de recém-nascidos prematuros com o 

passar do tempo; 

- Avaliar e comparar a composição da microbiota intestinal em neonatos prematuros que 

receberam diferentes proporções de leite materno nos primeiros sete dias após o nascimento; 

- Observar o efeito de diferentes proporções de leite materno na microbiota intestinal de recém-

nascidos prematuros com o passar do tempo; 

 - Avaliar como o IgA total das amostras de fezes muda ao longo do tempo em relação a 

diferentes proporções de leite materno; 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Aspecto ético 

Após receberem informações detalhadas por escrito sobre a natureza, objetivos, 

procedimentos, riscos e relevância do estudo, as mães dos neonatos que concordaram em 

participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Anexo 3). Os procedimentos foram conduzidos de acordo com a Declaração de Helsinque e as 

normas éticas do Ministério da Saúde (Conselho Nacional de Saúde - Resolução nº 466/2012). 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital Maternidade Leonor Mendes 

de Barros (CAAE: 76151717.0.3001.0063) (Anexo 2) e da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (CAAE: 76151717.0.0000.0067) (Anexo 1). 

5.2. População de estudo 

 Este estudo longitudinal e observacional aconteceu em dois momentos distintos. Sendo 

assim, no 1º período de coleta, que ocorreu entre Outubro de 2017 e Junho de 2018, mães de 

recém-nascidos prematuros que aceitaram participar do estudo forneceram amostras de leite 

materno e de fezes de seus filhos. O 2º momento ocorreu entre Março e Junho de 2019 e 

amostras de saliva de recém-nascidos prematuros foram coletadas, após o consentimento de 

seus responsáveis. A Figura 1 ilustra a linha temporal destes eventos. Em ambos os períodos, o 

estudo acompanhou a rotina de tratamento destes recém-nascidos no Hospital Maternidade 

Leonor Mendes de Barros, São Paulo (SP), nascidos em situação de prematuridade, entre 28 e 

35 semanas de gestação (WHO, 2018). 

 

 

 

 
Figura 1. Linha do tempo 
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Além disso, foram aceitos neonatos que não apresentaram malformações ou síndromes 

genéticas, assim como qualquer outro tipo de anomalia. Os neonatos foram recrutados nas 

primeiras horas após o parto, ao serem admitidos na UTIN e estabilizados. Dessa forma, ao 

recrutarmos um neonato para o estudo, no mesmo momento as mães foram abordadas para 

participar da pesquisa. 

Como critérios para não inclusão:  

• Neonatos prematuros extremos, com idade gestacional menor que 28 semanas; 

• Neonatos com doenças renais, gastrointestinais, cardíacas e pulmonares; 

• Neonatos com malformação congênita; 

• Mães com histórico de abuso de substâncias durante a gestação, com diabetes pré-

existente (tipo 1, tipo 2 ou Diabetes Mellitus Gestacional), portadoras de doenças 

crônicas autoimunes, tais como lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatoide, febre 

reumática, entre outras; 

• Mães portadoras de infecções agudas ou crônicas, como HIV e hepatite;  

• Mães com transplante de órgãos sólidos. 

Durante o período de acompanhamento, foram excluídas amostras de recém-nascidos 

que foram a óbito.  

5.3. Protocolo experimental 

Nos recém-nascidos incluídos no estudo foi observada a dieta alimentar e o uso da 

colostroterapia como procedimento para estímulo imunológico. Os prontuários dos neonatos 

foram verificados para coletar informações sobre a saúde e dados gerais maternos, tempo e 

frequência da colostroterapia, tipo de colostroterapia (com leite cru, com leite pasteurizado ou 

mista), possíveis intercorrências durante a internação hospitalar e a dieta que foi administrada 

ao recém-nascido diariamente até o dia da alta hospitalar. 
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Em relação à rotina alimentar, o protocolo do hospital estabelece uma frequência 

alimentar a cada 3 horas (8 vezes por dia). Neste contexto, a ingestão de nutrientes pode ser por 

via oral e/ou orogástrica com o uso de leite materno cru, leite materno pasteurizado e fórmula 

infantil. O Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros recebeu o selo de hospital amigo 

da criança desde 2000 e possui o banco de leite humano (BLH) referência para sua região (zona 

leste da cidade de São Paulo). Além disso, o hospital é referência na prestação de assistência 

em obstetrícia, ginecologia e neonatologia e valoriza a ingestão de leite materno durante o 

período de internação dos neonatos.  

A colostroterapia é uma terapia imune oral direcionada para os neonatos prematuros 

internados na UTINN), selecionados pelos médicos do banco de leite do hospital, cujo 

protocolo pode variar conforme o hospital. Neste estudo, a prática foi prescrita pela equipe 

médica da UTINN, iniciando entre as primeiras 24-48 horas de vida e prosseguindo por, ao 

menos, 72 horas consecutivas (3 dias). Foi administrado 0,2 mL de colostro em seringa de 1mL, 

o qual foi instilado na cavidade oral do recém-nascido de 3/3 h. Durante internação materna, 

foi ordenhado o colostro no banco de leite humano (BLH). Caso a mãe não tivesse condições 

de sair do leito, a equipe do BLH realizou a ordenha do colostro na unidade de internação 

materna e posteriormente levou o colostro ordenhado até a UTINN em cadeia de frio. Na 

ausência do leite da própria mãe, foi administrado leite pasteurizado proveniente do BLH.  

5.4. Pasteurização 

O método de pasteurização utilizado foi o holder, como preconizado pela Rede 

Brasileira de Bancos de Leite Humano. O método de pasteurização holder consiste em 

tratamento térmico, conduzido a 62,5 ºC por 30 minutos, aplicado ao leite humano ordenhado, 

com o objetivo de inativar 100% dos microrganismos patogênicos e 99,99% da microbiota 

saprófita, equivalendo a um tratamento 15ºD para inativação térmica da Coxiella burnetti 

(ALMEIDA, 2007). 
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5.5. Estabelecimento de grupos de comparação 

Por se tratar de uma amostra de conveniência de um estudo observacional, a equipe de 

pesquisa não teve participação na escolha, prescrição e administração tanto do protocolo de 

colostroterapia, quanto da dieta dos recém-nascidos. Adicionalmente, por ser tratar de um 

projeto com múltiplos objetivos, para cada tipo de amostra foram estabelecidos diferentes 

grupos de comparação. Neste sentido, para observar se houve diferença no padrão e no 

desenvolvimento longitudinal da microbiota intestinal de recém-nascidos, optou-se por 

considerar o padrão alimentar destes neonatos nos sete primeiros dias de vida. Além disso, os 

recém-nascidos incluídos no primeiro período de coleta não receberam o protocolo de 

colostroterapia pelas horas consecutivas estipuladas pelo estudo; dessa forma, a avaliação foi 

realizada independente do uso de colostroterapia nesta população. Dessa forma, foi coletada a 

primeira amostra de fezes do recém-nascido (entre 1 e 3 dias de vida), uma amostra de fezes 

após a primeira semana de vida (variando entre 6 e 10 dias), uma amostra de fezes entre o 15º 

e o 22º dia de vida e uma amostra após o 22º dia de vida, para os neonatos que ainda estavam 

internados até esse momento. Sendo assim, os neonatos participantes foram divididos em 3 

grupos: 

• Neonatos que receberam menos de 50% de alimentação enteral com leite materno (seja 

por via oral ou por sonda orogástrica) considerando o número de possíveis 

administrações de dieta. Por consequência, este grupo permaneceu por um maior 

período e jejum.  

• Neonatos que receberam ente 50-75% de alimentação enteral com leite materno (seja 

por via oral ou por sonda orogástrica) considerando o número de possíveis 

administrações de dieta.  



16 

  

• Neonatos que receberam mais que 75% de alimentação enteral com leite materno (seja 

por via oral ou por sonda orogástrica) considerando o número de possíveis 

administrações de dieta. 

Em relação ao padrão da microbiota do leite materno de mães de recém-nascidos 

prematuros ao longo do tempo, as amostras foram coletadas durante todo o período de 

internação materna e em suas visitas na maternidade. Para fins de comparação, foram utilizadas 

amostras de leite materno coletadas até o décimo dia após o parto, as quais foram divididas de 

acordo com dia de coleta após o parto: 

• Amostras de leite materno coletadas entre o 1º e o 3º dia após o parto; 

• Amostras de leite materno coletadas entre o 4º e o 6º dia após o parto;  

• Amostras de leite materno coletadas entre o 7º e o 10º dia após o parto. 

Os recém-nascidos incluídos na segunda leva de coletas receberam, de acordo com a 

prescrição da equipe médica do hospital, o protocolo de colostroterapia, com administração 

orofaríngea de colostro da mãe ou de colostro pasteurizado do banco de leite. No período da 

coleta, pôde-se estabelecer um grupo de recém-nascidos submetidas à colostroterapia, e um 

grupo de bebês que permaneceu em jejum oral por um período estendido, segundo prescrição 

médica, caracterizando o grupo que não recebeu colostroterapia. Para esses dois grupos de 

bebês, foram coletadas amostras de saliva, coletadas no 1º dia de vida (antes do início do 

protocolo), ao 7º dia de vida, ao 14º dia de vida e ao 21º dia de vida. Para considerar o efeito da 

colostroterapia na microbiota oral ao longo do tempo, os grupos foram divididos em: 

• Neonatos que receberam o protocolo de colostroterapia, que consiste na administração 

de 0,2 mL de colostro na mucosa oral com início entre as primeiras 24 a 48 horas de 

vida a cada 3 horas por, ao menos, 72 horas consecutivas;  

• Neonatos que não receberam o protocolo de colostroterapia. 
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A figura 2 apresenta um fluxograma dos processos de coleta e da composição de grupos 

de comparação para as diferentes amostras. 

5.6. Coleta de amostras 

5.6.1. Amostras de fezes dos recém-nascidos 

Para cada recém-nascidos incluído no estudo, foi coletada a primeira amostra de fezes 

(1-3º dia de vida), uma amostra de fezes entre o 6º e 11ºdia de vida, outra entre o 15º e o 22º 

dia de vida e a última próxima ao 22º dia de vida. Quando não possível coletar a amostra no dia 

pretendido, a equipe foi instruída a coletar a amostra o mais breve possível. No caso de recém-

nascidos que receberam alta hospitalar antes do 22º de vida, quanto possível, foi coleta uma 

Figura 2. Fluxograma do processo de coleta. 

Legenda: RN (Recém-nascidos); DV (Dias de Vida). 
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amostra de fezes na visita de retorno na maternidade após a alta hospitalar. As amostras foram 

coletadas diretamente das fraldas dos recém-nascidos, imediatamente após a evacuação, pela 

equipe de enfermagem previamente treinada. Após a coleta, as amostras de fezes foram 

armazenadas em tubos secos e estéreis. Imediatamente após a coleta, foram armazenadas em 

congelamento a -20°C até o envio da amostra ao Laboratório de Biologia Molecular do Hospital 

Universitário da USP, o que ocorreu no máximo 24 horas após a coleta. No laboratório, as 

amostras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até o momento o uso. 

5.6.2. Amostras de leite materno 

Amostras de leite foram coletadas durante o período de internação na unidade e, 

posteriormente, quando disponível, durante as visitas das mães na maternidade. Para este 

estudo, foram selecionadas amostras até o décimo dia após o parto. Tubos estéreis foram 

utilizados para armazenar as amostras de leites extraídos manualmente, utilizando luvas 

estéreis. Antes da coleta, as primeiras gotas foram desprezadas (aproximadamente 250 μL). A 

equipe de nutrição do hospital, ao receber a prescrição de um recém-nascido participante da 

pesquisa, separou uma alíquota excedente do leite administrado ao recém-nascido e manteve à 

-20°C até a amostra ser transportada para o Laboratório Clínico do Hospital Universitário da 

USP, o que ocorreu em no máximo 24 horas. No laboratório, as amostras de leite foram 

aliquotadas e armazenadas a -80°C até o momento da extração de DNA. 

5.6.3. Amostras de saliva dos recém-nascidos 

A primeira amostra de saliva foi coletada nas primeiras 24 horas após o nascimento e 

as amostras posteriores foram coletadas semanalmente (no 7º, 14º e 21º dias de nascimento), 

através de 2 swabs cotonetes estéreis, esfregando cuidadosamente as bochechas e a língua do 

recém-nascido por aproximadamente 30 segundos. O swab foi então transferido imediatamente 

para um tubo contendo 500 µL de PBS [pH 7,4] e armazenado em congelamento a -20°C até o 

envio da amostra ao Laboratório de Biologia Molecular do Serviço de Laboratório Clínico do 
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Hospital Universitário da USP, o que ocorreu nas 24 horas seguintes à coleta. No laboratório, 

as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento da extração de DNA. 

5.7. Extração de DNA 

O DNA total das amostras de fezes coletadas foi extraído com o kit QIAamp DNA Stool 

Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), segundo as normas do fabricante. O DNA total das 

amostras de leite materno coletadas foi extraído segundo o protocolo QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com protocolo do fabricante para bactérias Gram-

positivas, com pequenas adaptações. Primeiramente, 1,5 mL da amostra de leite materno foi 

centrifugada 15.700 g por 15 min para formar um pellet de células procarióticas. O 

sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 1000 µL de buffer Tris EDTA (10 

mM Tris-HCl [pH 7,5], 1 mM EDTA [pH 7,6]). A suspensão foi então centrifugada a 15.700 g 

por 15 min. As amostras foram então lisadas em 200 µL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml: 

1M Tris-HCl [pH 7,5], 0,5 M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e então foram incubadas por 60 

minutos à 37ºC. Os próximos passos seguiram as instruções do fabricante.  

O DNA total das amostras de saliva coletadas foi extraído segundo o protocolo QIAamp 

DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com protocolo do fabricante, 

com pequenas adaptações. Primeiramente, o tubo contendo o swab e os 500 µL de PSB [pH 

7,4] foi agitado em velocidade máxima por 30 segundos. Então, foram adicionados 500 µL de 

dithiothreitol 0,1% (DTT, Invitrogen) um agente redutor, para diminuir a viscosidade da 

amostra, agitados em vórtex por 1 minuto e então incubados por 10 minutos à temperatura 

ambiente. A suspensão foi então centrifugada a 15.700 g por 15 min. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi lisado em 200 µL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml: 1M Tris-HCl 

[pH 7,5], 0,5 M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e então as amostras foram incubadas por 60 

minutos à 37ºC. Os próximos passos seguiram as instruções do fabricante. Após extração, as 

amostras de leite materno, fezes e saliva foram armazenadas a -80ºC até o momento da 
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utilização. Após a extração de DNA total, as amostras foram quantificadas pelo equipamento 

Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). 

5.8. Sequenciamento das amostras 

5.8.1. Amplificação do domínio V4 do gene 16S rRNA 

A caracterização da microbiota fecal dos recém-nascidos foi realizada pela amplificação 

do domínio V4 do segmento 16S ribossômico bacteriano, que foi selecionado a partir do 

trabalho realizado por Kozich e colaboradores (KOZICH et al., 2013). O comprimento total de 

sequências iniciadoras utilizando a nomenclatura de nucleótidos IUPAC padrão, para seguir o 

protocolo para esta região são: V4 forward primer (5’- TCG TCG GCA GCC AGT GAT GTG 

TAT AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCC GCG GT - 3’) e V4 reverse primer (5’- GTC 

TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGG ACT ACH VGG GTW TCT 

AAT - 3’). Para a amplificação das sequências alvo, foram utilizados 5μl de DNA 

microbiano (10ng/μl), em volume total de 25μl. A reação foi realizada nas seguintes 

condições: ativação da enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 

94°C por 30 segundos, anelamento à 55°C por 30 segundos, extensão 68°C por 45 

segundos, 68°C por 2 minutos e mantidos a 4°C. Adicionalmente, um controle negativo 

da reação de PCR e um controle negativo dos reagentes do kit de extração de DNA foram 

utilizados. Para verificar se o PCR amplificou o tamanho esperado após utilizar os pares 

de primer V4 no protocolo, foi utilizado 1μl do produto em eletroforese com gel de 

agarose à 1%. 

A amplificação inicial foi realizada em duas etapas e posteriormente todos os 

procedimentos foram executados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-16S 

Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento alvo é de 250pb e 

412pb após a indexação dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit de 
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reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, as amostras foram sequenciadas 

utilizando a plataforma Illumina MiSeq®, de acordo com as instruções do fabricante. 

5.8.2. Amplificação do domínio V3-V4 do gene 16S rRNA 

A caracterização da microbiota da saliva dos recém-nascidos e do leite materno foi 

realizada pela amplificação do domínio V3- V4 do segmento 16S ribossômico bacteriano, que 

foi selecionada a partir do trabalho realizado por Klindworth e colaboradores (KLINDWORTH 

et al., 2013)(KLINDWORTH et al., 2013). O comprimento total de sequências iniciadoras 

utilizando a nomenclatura de nucleótidos IUPAC padrão, para seguir o protocolo para esta 

região são: V3-V4 forward primer (5' - TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG 

AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG - 3’) e V3-V4 reverse primer (5' - GTC 

TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA 

ATC C - 3’). Para a amplificação das sequências alvo, foram utilizados 5μl de DNA 

microbiano para as amostras de saliva e 10 μl para as amostras de leite materno (10ng/μl), 

em volume total de 25μl. A reação foi realizada nas seguintes condições: ativação da 

enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 94°C por 30 segundos, 

anelamento à 55°C por 30 segundos, extensão 68°C por 45 segundos, 68°C por 2 minutos 

e mantidos a 4°C. Adicionalmente, um controle negativo da reação de PCR e um controle 

negativo dos reagentes do kit de extração de DNA foram utilizados. Para verificar se o 

PCR amplificou o tamanho esperado após utilizar os pares de primer V3-V4 no protocolo, 

foi utilizado 1μl do produto em eletroforese com gel de agarose à 1%. 

Todos os procedimentos foram executados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-

16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento de PCR é de 

550pb e 630pb após a indexação dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit 

de reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, as amostras foram 
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sequenciadas utilizando a plataforma Illumina MiSeq®, de acordo com as instruções do 

fabricante. 

5.9. Análise da microbiota por ferramentas de bioinformática 

Após a obtenção das sequências, as bibliotecas 16S rRNA obtidas foram analisadas 

através do software QIIME v.2-2020.2 (BOLYEN et al., 2019). Denoising foi realizado com a 

ferramenta DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). As sequências diretas foram então truncadas 

na posição 251, enquanto as reversas foram truncadas nos 250 nucleotídeos, a fim de descartar 

as posições para as quais a qualidade mediana dos nucleotídeos era inferior a Q30. Amostras 

com menos de 1000 sequências também foram excluídas de análises posteriores. A taxonomia 

foi atribuída utilizando ASVs (Amplicon Sequencing Variant) através do recurso q2-feature-

classifier (BOKULICH et al., 2018) e o classificador de taxonomia Bayes naive classify-

sklearn, comparando as ASVs obtidas contra o banco de dados de referência SILVA 132 

(QUAST et al., 2013). As análises subsequentes foram realizadas no software SPSS versão 26 

e R Studio versão 4.0.4, usando os pacotes phyloSeq (MCMURDIE; HOLMES, 2013), vegan 

(OKSANEN et al., 2016), microbiome (LAHTI; SHETTY, 2018) e ggplot2 (HADLEY, 2016). 

5.10. Análise de IgA 

Os anticorpos IgA totais presentes em amostras de mecônio e fezes de recém-nascidos 

prematuros foram quantificados por teste imunoenzimático (ELISA - Enzyme Linked Immuno 

Sorbent Assay) conforme descrito anteriormente (NAGAO et al., 1998), e os resultados foram 

expressos em g / L. 

5.11. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no software SPSS versão 26 e no R Studio. 

Análise dos dados descritivos foram realizadas com o Generalized Linear Model (GzLM) com 

distribuição linear para a comparação entre variáveis numéricas e distribuição logística binária 
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para variáveis categóricas. Nas amostras de fezes e de saliva, foram avaliados os efeitos das 

variáveis independentes (grupos) sobre as variáveis dependentes, que englobam: índice de 

riqueza de Chao1, índice de diversidade de Shannon, índice de dominância de Simpson, 

diversidade filogenética de Faith, assim como a diferença nos 15 gêneros bacterianos mais 

abundantes em todos os tempos nestas amostras e análise da beta diversidade. Neste contexto, 

em todas as análises foi avaliado o efeito do tempo e a comparação entre grupos nos tempos. 

Especificamente em relação à microbiota intestinal, também foi observado à diferença entre 

grupo/tempo na família Enterobacteriaceae. As amostras de leite materno foram avaliadas em 

relação ao efeito do tempo na composição destas. 

Os cálculos para os índices de alfa diversidade (Chao1, Shannon, Simpson e diversidade 

filogenética de Faith) foram realizados pela análise com o Generalized Estimating Equations 

(GEE), no qual os modelos foram avaliados como distribuição gamma ou linear e função de 

ligação identity. Além disso, a matriz de correlação variou entre independente, AR(1), 

unstructured e exchangeable. Para a escolha do melhor modelo, foi levado em consideração o 

menor valor de Quasi likelihood under Independence Criterion (QIC) e também foi avaliada a 

melhor aderência dos resíduos segundo o gráfico Q-Q plot (figura suplementar 1, 2 e 3). No 

caso das amostras de fezes e de saliva, os índices foram ajustados para tipo de parto (cesária ou 

vaginal), idade gestacional e uso de antibióticos (sim ou não); Para as amostras de leite materno, 

os valores foram ajustados para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional e idade 

materna. Em todos os modelos, os valores de significância foram confirmados com o teste pós-

teste de Sidak.  

Para comparar as abundâncias relativas de gêneros entre os grupos ao longo do tempo, 

para as amostras de saliva e fezes, um modelo GAMLSS-BEZI (Generalized Additive Models 

for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family) foi usado através do pacote 

metamicrobiomeR (HO et al., 2019). Os modelos foram ajustados para variáveis de confusão, 
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como tipo de parto (cesariana ou vaginal), idade gestacional (semanas) e uso de antibióticos 

(sim ou não). Para serem contabilizados no modelo, os gêneros foram filtrados para abundância 

relativa maior que 0,0005 e prevalência maior que 0,05. Múltiplas comparações foram 

controladas usando um ajuste falso da taxa de descoberta (False Discovery Rate). Um valor de 

p<0,05 foi considerado significativo. 

Para análise da beta diversidade, foi utilizado o software Microbiome Analyst 

(DHARIWAL et al., 2017) para observar as diferenças intra e entre os grupos, para todas as 

amostras. O teste PERMANOVA foi realizado para cada variável usando a distância weighted 

e unweighted UniFrac. Para cada variável, 999 permutações foram realizadas. Um valor de p 

<0,05 foi considerado significativo. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Leite materno 

No presente estudo, foram coletadas 147 amostras de colostro materno de um total de 

34 mães de recém-nascidos prematuros. Destas, 67 amostras de um total de 28 mães foram 

sequenciadas e analisadas. Os motivos para a não inclusão das demais amostras podem ser 

observadas na Figura 3. Após análise de bioinformática, 7 amostras foram excluídas por 

apresentar baixa qualidade. 

 

Figura 3. Fluxograma das amostras de leite incluídas para análise. 

Legenda: # (mais de uma amostra coletada no mesmo período), § (amostras sem identificação). 

6.1.1. Dados descritivos 

Os dados descritivos de mães de prematuros participantes deste estudo podem ser 

observados na Tabela 1. Nestas 28 mulheres, a idade média observada foi de 29 anos, variando 

entre 16 e 45 anos. Adicionalmente, a maioria destas participantes eram multíparas (75%), e o 

tipo de parto mais prevalente nesta amostra foi o parto cesáreo (75%). A idade gestacional 
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média foi de 31,6 semanas (28 – 34,5), fazendo com que 53,6% sejam categorizadas como mães 

de recém-nascidos muito prematuros (idade gestacional entre 28 e 32 semanas) e 46,4% sejam 

categorizadas como mães de prematuros moderados a tardio (idade gestacional maior do que 

32 semanas e menor do que 37 semanas). 

 

 

 

 

 

 

6.1.2. Abundância relativa 

A análise estatística e distribuição dos 15 gêneros bacterianos mais abundantes nas 

amostras de leite materno em relação ao tempo de coleta (1-3 dias, 4-7 dias e 8-10 dias) podem 

ser observados na Tabela 2 e na Figura 4. 

Os gêneros mais prevalentes foram Staphylococcus, Corynebacterium 1 e 

Streptococcus, respectivamente. Podemos observar que comparando o leite materno produzido 

entre os 3 primeiros dias após o parto (T0) em relação à faixa de 4-6 dias (T1), ocorre aumento 

de Staphylococcus (de 51,66% para 62,55%), Streptococcus (de 3,09% para 7,80%) e 

Tabela 1. Relação dos dados descritivos das mães doadoras de 

leite materno (n=28) 

Variáveis  

Idade materna (anos)# 29,50 ± 6,82 (16 – 45) 

Idade gestacional (semanas)# 31,60 ± 1,84 (28 – 34,5) 

Histórico obstétrico§  

Multíparas 21 (75,0) 

Primigestas 7 (25,0) 

Tipo de parto§  

Cesárias 21 (75,0) 

Vaginal 7 (25,0) 

Grau de prematuridade  

Muito pré-termo 15 (53,6) 

Prematuro moderado a tardio  13 (46,4) 

Valores apresentados como #média ± desvio padrão (Mínimo-

máximo); §número (porcentagem). Grau de prematuridade: 

Muito pré-termo (entre 28-32 semanas); Prematuro moderado a 

tardio (entre 32-37 semanas). 
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Halomonas (3,52% para 5,05%), com consequente diminuição de Corynebacterium 1 (12,76% 

para 7,21%) e Anaerococcus (5,59% para 1,59%), porém os resultados não alcançaram 

significância estatística. Adicionalmente, nesta mesma comparação foi possível observar 

diminuição significativa de Lactobacillus (0,83% para 0,19% - p = 0,028) e de Rothia (0,75% 

para 0,05% - p < 0,001).  

Ao compararmos o período de 1-3 dias após o parto com o período de 7-10 dias (T2), 

observamos o mesmo padrão no aumento da abundância relativa de Staphylococcus (de 51,66% 

para 66,22%) e Streptococcus (de 3,09% para 8,63%), porém com diminuição de Halomonas 

(3,52% para 1,49%), enquanto gêneros como Corynebacterium 1 e Anaerococcus permanecem 

diminuídos em T2. Tais resultados não apresentaram diferença significativa na análise 

estatística utilizada. Por outro lado, o gênero Rothia apresentou diminuição estatística 

significativa entre T0 (0,754%) e T2 (0,707%) – p < 0,001. 

Na comparação entre T1 e T2, ocorre um pequeno aumento na abundância de 

Staphylococcus e Streptococcus, com pequena diminuição de Anaerococcus e 

Corynebacterium 1, mas estes resultados não apresentaram significância estatística. Em 

contraste, foi possível detectar diminuição significativa na prevalência de Prevotella 7 (0,45% 

para 0,08% - p = 0,014) e aumento significativo na prevalência de Rothia (0,05% para 0,70% - 

p < 0,001). 

 Figura 4. Relação dos principais gêneros bacterianos encontrados nas amostras de leite materno com o passar do tempo. 

Legenda: T0 (amostra coletada entre o 1º ao 3º dia após nascimento), T1 (amostra coletada entre o 4º ao 6º dia após o 

nascimento), T2 (amostra coletada entre o 7º ao 10º dia após nascimento). 
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Tabela 2: Relação dos principais gêneros bacterianos encontrados nas amostras de leite materno entre o 1º ao 10º dia após o nascimento (n=28) 

Gêneros T0 T1 T2 

T0 x T1  T0 x T2  T1 x T2 

Estimate P 
P ajustado 

(FDR) 
 Estimate P 

P ajustado 

(FDR) 
 Estimate P 

P ajustado 

(FDR) 

Anaerococcus 5,594 1,592 1,437 -0,373 0,370 0,604  -0,400 0,452 0,870  0,026 0,963 0,963 

Corynebacterium_1 12,763 7,215 7,060 -0,390 0,167 0,398  -0,505 0,090 0,320  0,115 0,706 0,912 

Gemella 0,396 1,143 1,861 -0,089 0,842 0,870  0,116 0,823 0,881  -0,205 0,619 0,872 

Halomonas 3,528 5,056 1,494 0,391 0,445 0,655  -0,356 0,539 0,870  0,747 0,155 0,397 

Lactobacillus 0,834 0,199 0,422 -1,169 0,007 0,028*  -0,914 0,019 0,112  -0,255 0,593 0,872 

Methylibium 0,776 0,891 0,352 0,239 0,370 0,604  -0,150 0,658 0,870  0,389 0,217 0,476 

Methylobacterium 1,128 0,768 1,368 -0,394 0,609 0,727  -0,213 0,754 0,870  -0,181 0,740 0,918 

Prevotella_7 0,378 0,459 0,085 0,201 0,469 0,655  -1,111 0,009 0,065  1,312 0,003 0,014* 

Pseudomonas 1,153 1,498 0,723 0,354 0,264 0,547  -0,118 0,726 0,870  0,472 0,167 0,397 

Ralstonia 0,668 0,813 0,395 0,244 0,471 0,655  -0,191 0,646 0,870  0,435 0,231 0,476 

Rothia 0,754 0,054 0,707 -3,095 <0,001 <0,001*  -1,230 <0,001 <0,001*  -1,865 <0,001 <0,001* 

Sphingomonas 0,457 0,400 0,527 -0,099 0,732 0,811  -0,084 0,793 0,881  -0,015 0,960 0,963 

Staphylococcus 51,660 64,591 66,220 0,335 0,338 0,604  0,625 0,096 0,320  -0,289 0,425 0,699 

Streptococcus 3,096 7,807 8,637 0,486 0,137 0,385  0,205 0,569 0,870  0,281 0,428 0,699 

Veillonella 1,754 0,818 0,511 -0,213 0,486 0,655  -0,152 0,716 0,870  -0,060 0,888 0,963 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros encontrados nas amostras de leite de mãe de recém-nascidos prematuros. Valor de P baseado no 

GAMLSS-BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto 

(cesária ou vaginal), idade gestacional e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: T0 (amostra coletada entre o 1º ao 3º dia após nascimento), T1 (amostra coletada entre o 4º ao 6º dia após o nascimento), T2 (amostra coletada entre 

o 7º ao 10º dia após nascimento), Estimate (valor do teste), FDR (False Discover Rate).  
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6.1.3. Alfa Diversidade 

Os resultados dos índices de alfa diversidade em relação ao tempo podem ser 

observados na Tabela 3 e na Figura 5. Em relação ao índice de riqueza de Chao1, observamos 

um aumento de 87,75 ± 11,11 (T0) para 100,73 ± 17,99 (T1), com posterior diminuição em T2 

(68,90 ± 9,77), porém os resultados não apresentaram significância estatística (p = 0,10). No 

índice de diversidade de Shannon, observamos uma gradual diminuição entre T0 e T2 – 3,68 ± 

0,15 em T0, 3,58 ± 0,15 em T1 e 3,35 ± 0,18 em T2. Nas comparações entre os tempos, não foi 

observada diferença estatisticamente significativa (p = 0,19). 

No índice de Simpson, não foram observadas diferenças marcantes nesta amostragem. 

Entre T0 e T1, os valores são muito semelhantes (0,95 ± 0,006 para 0,95 ± 0,005), e há sutil 

diminuição em T2 (0,93 ± 0,012), porém sem diferenças significativas entre os tempos (p = 

0,13). Na avaliação do índice de diversidade filogenética de Faith, é possível observar 

diminuição da diversidade ao longo do tempo – 9,86 ± 1,22 em T0, 7,92 ± 0.86 em T1 e 7,58 ± 

1,12 em T2, mas sem diferenças significativas (p = 0,50). 

    

Figura 5. Índices de Alfa diversidade das amostras de leite materno com o passar do tempo. 

Legenda: T0 (amostra coletada entre o 1º ao 3º dia após nascimento), T1 (amostra coletada entre o 

4º ao 6º dia após o nascimento), T2 (amostra coletada entre o 7º ao 10º dia após nascimento). 
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Tabela 3. Avaliação dos índices de Alfa diversidade nas amostras de leite 

materno de mães de recém-nascidos prematuros (n=28) 

 Teste de efeitos do modelo 

Índices Média ± erro padrão 
Tempo 

Wald Chi-Square DF P 

Chao1#  6.241 3 0,10 

Tempo 0 87,75 ± 11,11    

Tempo 1 100,73 ± 17,99    

Tempo 2 68,90 ± 9,77    

Shannon#  4.731 3 0,19 

Tempo 0 3,68 ± 0,15    

Tempo 1 3,58 ± 0,15    

Tempo 2 3,35 ± 0,18    

Simpson§  5.511 3 0,13 

Tempo 0 0,95 ± 0,006    

Tempo 1 0,95 ± 0,005    

Tempo 2 0,93 ± 0,012    

IDF Faith#  2.318 3 0,50 

Tempo 0 9,86 ±1,22    

Tempo 1 7,92 ± 0,86    

Tempo 2 7,58 ± 1,12    

Legenda: DF (Grau de Liberdade); IDF Faith (Índice de Diversidade Filogenética 

de Faith); Tempo 0 (amostra coleta entre o 1º ao 3º dia após nascimento), Tempo 

1 (amostra coletada entre o 4º ao 6º dia após nascimento), Tempo 2 (amostra 

coletada entre o 7º ao 10º dia após nascimento).  

O valor de P é derivado da análise com o Generalized Estimating Equations 

(GEE), no qual os modelos foram avaliados com #distribuição gamma ou 
§distribuição linear. Todos os índices foram ajustados para tipo de parto (cesária 

ou vaginal), idade gestacional e idade materna. 



 

31 

  

6.1.4. Beta Diversidade 

Os resultados em relação a beta diversidade nas amostras de leite materno podem ser 

observados na Tabela 4 e na Figura 6. Na análise de coordenadas principais (PCoA) ponderada 

(Figura 6-A), observamos que as amostras de leite de mães de recém-nascidos prematuros 

apresentam diferença na estrutura filogenética da comunidade bacteriana ao longo do tempo, 

onde é possível observar maior compartilhamento / similaridade nas amostras em T1 e T2 em 

comparação a T0 (F=2,9465; R-quadrado=0,098393; p=0,021). Na Figura 6-B podemos 

observar a análise não ponderada em relação ao tempo nas amostras de leite materno. Desta 

vez, é possível observar que as amostras de leite de mães de recém-nascidos prematuros 

apresentam uma estrutura filogenética constante ao longo do tempo, não sendo possível 

observar agrupamento das amostras entre os tempos (F=0,62402; R-quadrado=0,02259; 

p=0,769). 

 

 

Figura 6. Beta diversidade nas amostras de leite materno 

Legenda: T0 (amostra coletada entre o 1º ao 3º dia após nascimento), T1 (amostra coletada entre o 4º ao 6º dia após o 

nascimento), T2 (amostra coletada entre o 7º ao 10º dia após nascimento), A – análise ponderada, B – análise não ponderada. 
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6.2. Microbiota Oral 

Nesta etapa do estudo, foram incluídos 24 recém-nascidos prematuros dos 108 que 

foram admitidos na unidade de terapia intensiva neonatal (UTINN). Destes, 4 foram excluídos, 

totalizando 20 recém-nascidos para a etapa de análise, 11 no grupo que recebeu a administração 

de colostro (Grupo AC) e 9 que não receberam a administração de colostro (Grupo cuidado 

padrão – CP). Foram coletadas 79 amostras desta população, e após análise de bioinformática, 

74 foram utilizadas para a análise estatística. Os motivos para exclusão de participantes podem 

ser observados na Figura 7. 

 

Tabela 4. Análise da beta diversidade considerando as amostras de leite materno com o passar 

do tempo. 

 F R2 P 

Ponderado 2,9465 0,098393 0,021* 

Não ponderado 0,62402 0,02259 0,769 

Valores baseado na análise de PERMANOVA.  

 

 

Figura 7. Fluxograma relacionando o processo de inclusão dos recém-nascidos prematuros direcionados 

para avaliação do microbiota oral 
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6.2.1. Dados descritivos 

Os dados descritivos dos grupos podem ser observados na Tabela 5. Em relação aos 

dados maternos, não foi observada diferença estatística entre a idade materna média observada 

entre os grupos (p=0,27) e histórico obstétrico (p=0,21). Nos grupos, não foi possível identificar 

diferenças em relação a idade gestacional de nascimento (p=0,39), onde o grupo CP apresentou 

uma média um pouco maior em relação ao grupo AC. A maior parte dos recém-nascidos do 

grupo AC era do sexo masculino (54,5%), enquanto 66,7% eram do sexo feminino no grupo 

CP – p=0,34. Em ambos os grupos, o parto cesáreo foi o mais prevalente (63,6% no grupo AC 

e 66,7% no grupo CP, p=0,88). A ocorrência de sepse foi maior no grupo AC (45,5%) em 

relação ao grupo CP (22,2%), assim como no uso de antibioticoterapia (AC = 81,8% e CP = 

77,8%) e nos dias de internação na UTINN (44,09 dias no grupo AC e 23,44 dias no grupo CP), 

porém os resultados não apresentaram significância estatística (p=0,28, p=0,82 e p=0,09, 

respectivamente). Adicionalmente, o tempo de nutrição parenteral também não apresentou 

diferença entre os grupos (16,09 dias no grupo AC e 10,67 dias no grupo CP, p=0,25). 

De maneira interessante, o peso de nascimento foi significativamente maior no grupo 

CP (1493,33 gramas em média) em relação ao grupo AC (1180,81 gramas em média) – 

p=0,013. Além disso, o grupo CP também apresentou peso significativamente maior no 7º dia 

de vida em relação ao grupo AC (1416, 00 x 1140,09, respectivamente – p=0,017). Nas demais 

comparações de pesos entre os grupos, não foram observadas diferenças (14º dia e 21º dia após 

o nascimento e peso na alta hospitalar). 
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Tabela 5: Comparação dos dados descritivos entre os grupos (n=20) 

Variáveis 
AC grupo 

(n=11) 

CP grupo 

(n=9) 

Wald Chi-

Square 
P 

Idade materna (anos)# 29,91 ± 1,72 27,11 ± 1,91 1,178 0,27 

Idade gestacional (semanas)# 30,66 ± 0,58 31,41 ± 0,64 0,736 0,39 

Histórico obstétrico§   1,546 0,21 

Multíparas 9 (81,8) 5 (55,6)   

Primigestas 2 (18,2) 4 (44,4)   

Sexo dos recém-nascidos§   0,884 0,34 

Feminino 5 (45,5) 6 (66,7)   

Masculino 6 (54,5) 3 (33,3)   

Tipo de parto§   0,020 0,88 

Cesária 7 (63,6) 6 (66,7)   

Vaginal 4 (36,4) 3 (33,3)   

Sepse§   1,135 0,28 

Sim 5 (45,5) 2 (22,2)   

Não 6 (54,5) 7 (77,8)   

Uso de antibióticos§   0,050 0,82 

Sim 9 (81,8) 7 (77,8)   

Não 2 (18,2) 2 (22,2)   

Tempo de nutrição parenteral 

(dias)# 
16,09 ± 3,18 10,67 ± 3,51 0,253 0,25 

Peso ao nascimento (gramas)# 1180,81 ± 84,47 1493,33 ± 93,38 6,159 0,013* 

Peso no 7o dia de vida (gramas)# 1140,09 ± 77,87 1416,00 ± 86,09 5,649 0,017* 

Peso no 14o dia de vida (gramas)# 1278,81 ± 86,73 1529,55 ± 95,89 3,760 0,052 

Peso no 21o dia de vida (gramas)¥, # 1372,18 ± 85,81 1570,14 ± 107,57 2,069 0,15 

Peso na alta hospitalar (gramas)# 1963,00 ± 62,96 2055,00 ± 62,96 1,067 0,30 

Dias na UTINN# 44,09 ± 8,17 23,44 ± 9,04 2,868 0,09 

Valores apresentados como #média ± erro padrão; §número (%). Valor de P baseado no Generalized 

Linear Model (GzLM) com #distribuição linear e §distribuição logística binária. *Significância ≤ 0.05. 

Legenda: AC (Administração de Colostro); CP (Cuidado Padrão); UTINN (Unidade de Terapia 

Intensiva Neonatal). ¥ 2 recém-nascidos receberam alta hospitalar antes de completar 21 de internação. 

 

6.2.2. Alimentação por via oral 

Os resultados referentes à alimentação por via oral realizada durante a primeira semana 

de vida nos grupos durante a internação hospitalar podem ser observados na Tabela 6. A 

alimentação oral de ambos os grupos foi constituída majoritariamente por leite pasteurizado, 

porém com média maior no grupo AC em relação ao grupo CP (57,4 ± 15,3 e 19,4 ± 16,7). 
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Além de leite pasteurizado, a alimentação dos grupos foi constituída por leite cru, o qual 

também foi mais prevalente no grupo AC em relação ao grupo CP (15,9 ± 9,4 e 2,9 ± 5,5. No 

total, a alimentação com leite materno representou 73,3% da alimentação do grupo AC na 

primeira semana de vida e 22,3% do grupo CP no mesmo período, em relação ao total de 

oportunidades de alimentação. 

Tabela 6. Porcentagem de colostroterapia e dieta oral administrada na 1ª semana de 

vida (n=20). 

Tipo de colostro 
Grupo administração de 

colostro (n=11) 

Grupo cuidado padrão 

(n=9) 

Leite cru 15,9 ± 9,4 2,9 ± 5,5 

Leite pasteurizado 57,4 ± 15,3 19,4 ± 16,7 

Média total 73,3% 22,3% 

Valores apresentados como porcentagem média ± desvio padrão. Os neonatos não 

receberam fórmula infantil na 1ª semana de vida. 

 

Na tabela 7 é possível observar a alimentação dos grupos após o 7º dia de vida até a alta 

hospitalar. Neste período, o leite pasteurizado foi a principal fonte de alimentação oral de ambos 

os grupos, com média maior no grupo CP em relação ao grupo AC (14,43 ± 21,76 e 10,22 ± 

16,49). A dieta oral também foi constituída por leite cru, o qual também foi mais prevalente no 

grupo CP em relação ao grupo AC (7,49 ± 11,35 e 2,66 ± 5,19) e por fórmula infantil, a qual 

constituiu somente a alimentação do grupo CP (2,33 ± 5,73). No total, a alimentação oral neste 

período representou 12,88% da alimentação do grupo AC e 24,26% do grupo CP, em relação 

ao total de oportunidades de alimentação. 
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Tabela 7. Porcentagem de colostroterapia e dieta oral administrada após a 1ª semana 

de vida (n=19). 

Alimentação oral após a 

1ª semana (%) 

Grupo administração de 

colostro (n=11) 

Grupo cuidado padrão 

(n=8) 

Leite cru 2,66 ± 5,19 7,49 ± 11,35 

Leite pasteurizado 10,22 ± 16,49 14,43 ± 21,76 

Fórmula infantil 0 2,33 ± 5,73 

Média total 12,88% 24,26% 

Valores apresentados como porcentagem média ± desvio padrão. Um neonato do grupo 

de cuidado padrão recebeu alta hospitalar antes de completar 14 dias de internação.  

 

6.2.3. Abundância relativa 

A análise estatística e distribuição dos 15 gêneros bacterianos mais abundantes nas 

amostras de saliva em relação ao tempo de coleta (1º dia, 7º dia, 14º dia e 21º dia) podem ser 

observados na Tabela 8 e na Figura 8. 

Os gêneros mais prevalentes no primeiro dia de vida (T0) foram Staphylococcus, 

Enterococcus, Escherichia-Shigella e Streptococcus. Ao compararmos os grupos observamos 

maior abundância de Staphylococcus e Enterococcus no grupo CP, enquanto o grupo AC 

apresenta maior abundância de Streptococcus e Escherichia-Shigella; no entanto, os resultados 

não apresentaram significância estatística. Em contrapartida, observamos abundância 

significativamente maior de Agathobacter (p=0,041) e Blautia (p=0,013) no grupo AC (4,15% 

e 4,06%, respectivamente) em comparação ao grupo CP (1,46% e 1,55%, respectivamente) e 

uma tendência de maior abundância de Haemophilus no grupo CP em relação ao grupo AC 

(0,35% e 0,05%, respectivamente - p = 0,051). Na comparação entre os grupos ao 7º dia de vida 

(T1), identificamos maior abundância de Staphylococcus e Escherichia-Shigella no grupo AC 

e maior abundância de Streptococcus no grupo CP, mas os resultados não atingiram 

significância estatística. No entanto, observamos abundância significativamente maior de 

Bifidobacterium no grupo AC em comparação ao grupo CP (0,36% e 0,002%, respectivamente), 

com valor de p<0,001.  
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Ao 14º dia de vida (T2), os gêneros mais dominantes foram Staphylococcus, 

Escherichia-Shigella e Streptococcus no grupo CP; no grupo AC, Staphylococcus, Escherichia-

Shigella e Enterococcus foram os gêneros mais abundantes. Na comparação entre grupos, 

identificamos abundância significativamente maior de Haemophilus no grupo AC em 

comparação ao grupo CP (8,34% e 0,19%, respectivamente), com valor de p<0,001. Ao 21º dia 

de vida (T3), os gêneros mais dominantes em ambos os grupos foram os mesmos observados 

em T2. Na comparação entre grupos, identificamos abundância significativamente maior de 

Gemella no grupo CP em comparação ao grupo AC (1,15% e 0,58%, respectivamente), com 

valor de p=0,001. 

Figura 8. Relação dos principais gêneros bacterianos encontrados nas amostras orais ao longo do tempo 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Tabela 8: Comparação entre os principais gêneros bacterianos entre os grupos com o 

passar do tempo (N=20) 

T0 
CP grupo 

(N=9) 

AC grupo 

(N=11) 
Estimate P  

P ajustado 

(FDR) 

Agathobacter 1,466 4,155 -1,101 0,008 0,041* 

Bacteroides 5,706 3,031 0,384 0,319 0,660 

Bifidobacterium 0,397 0,431 -0,497 0,176 0,431 

Blautia 1,551 4,061 -1,364 0,002 0,013* 

Enterococcus 10,451 2,247 0,183 0,686 0,975 

Escherichia-Shigella 9,163 9,617 -0,207 0,573 0,940 

Faecalibacterium 3,995 2,848 0,041 0,890 1,000 

Gemella 3,889 0,252 0,212 0,655 0,961 

Haemophilus 0,359 0,055 0,804 0,012 0,051* 

Mycoplasma 7,485 5,308 0,162 0,861 1,000 

Neisseria 0,374 3,738 -0,001 0,998 1,000 

Prevotella 4,067 2,248 0,479 0,182 0,431 

Staphylococcus 15,148 14,668 0,263 0,613 0,961 

Streptococcus 6,049 14,912 -0,421 0,416 0,780 

Ureaplasma 4,201 7,120 -0,860 0,276 0,614 

Veillonella 0,526 0,478 0,040 0,919 1,000 

T1 CP grupo 

(N=9) 

AC grupo 

(N=11) 
Estimate P 

P ajustado 

(FDR) 

Agathobacter 0,012 0,474 -0,243 0,822 1,000 

Bacteroides 0,026 0,758 -7,843 0,021 0,088 

Bifidobacterium 0,002 0,369 -19,508 <0,001 <0,001* 

Blautia 0,017 1,110 -1,648 0,147 0,574 

Enterococcus 0,300 0,868 0,752 0,474 1,000 

Escherichia-Shigella 12,579 17,583 -0,522 0,463 1,000 

Faecalibacterium 0,029 0,487 -0,183 0,842 1,000 

Gemella 0,357 0,004 0,523 1,000 1,000 

Haemophilus 0,008 0,008 -1,668 0,721 1,000 

Mycoplasma 0,005 -- -- -- -- 

Neisseria 0,002 0,099 -2,596 1,000 1,000 

Prevotella 0,029 0,027 -0,057 0,947 1,000 

Staphylococcus 64,766 73,029 -0,455 0,466 1,000 

Streptococcus 21,714 0,417 0,247 0,734 1,000 

Ureaplasma 0,004 0,000 2,576 1,000 1,000 

Veillonella 0,046 0,012 1,011 0,259 0,974 

T2 CP grupo 

(N=9) 

AC grupo 

(N=11) 
Estimate P 

P ajustado 

(FDR) 

Agathobacter 0,003 0,001 0,648 1,000 1,000 

Bacteroides 0,059 0,0004 3,024 0,009 0,125 

Blautia 0,005 -- -- -- -- 

Enterococcus 0,364 12,536 -0,462 0,551 1,000 

Escherichia-Shigella 12,892 17,586 -0,249 0,758 1,000 

Faecalibacterium 0,003 0,000 2,922 1,000 1,000 
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Gemella 10,607 -- -- -- -- 

Haemophilus 0,191 8,347 -7,078 <0,001 <0,001* 

Mycoplasma 0,005 0,000 4,200 1,000 1,000 

Neisseria 0,002 8,569 -4,556 1,000 1,000 

Prevotella 0,011 0,004 -0,864 1,000 1,000 

Staphylococcus 40,513 51,936 -0,223 0,743 1,000 

Streptococcus 28,803 0,957 0,480 0,483 1,000 

Ureaplasma -- 0,002 -- -- -- 

Veillonella 3,229 0,000 1,063 1,000 1,000 

T3 CP grupo 

(N=9) 

AC grupo 

(N=11) 
Estimate P 

P ajustado 

(FDR) 

Agathobacter -- -- -- -- -- 

Bacteroides -- -- -- -- -- 

Blautia -- -- -- -- -- 

Enterococcus 2,297 10,905 -0,525 0,548 1,000 

Escherichia-Shigella 9,105 5,669 0,155 0,818 1,000 

Faecalibacterium -- 0,237 -- -- -- 

Gemella 1,151 0,581 0,014 <0,001 0,001* 

Haemophilus -- 3,164 -- -- -- 

Mycoplasma -- 0,003 -- -- -- 

Neisseria -- 5,635 -- -- -- 

Prevotella -- 0,190 -- -- -- 

Staphylococcus 28,092 14,163 -2,076 0,634 1,000 

Streptococcus 47,594 59,437 0,406 0,644 1,000 

Ureaplasma -- -- -- -- -- 

Veillonella 10,794 -- -- -- -- 

Valores representam a porcentagem dos principais gêneros mais abundantes em relação a 

todas as amostras de saliva dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI 

(Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). 

Os cálculos foram ajustados para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional e uso 

de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: CP (Cuidado Padrão); AC (Administração de Colostro); Estimate (valor do teste), 

FDR (False Discover Rate), T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o 

nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento), -- (ausência do 

gênero bacteriano no período observado).   

 

6.2.4. Alfa Diversidade 

Os resultados dos índices de alfa diversidade nos grupos em relação ao tempo podem 

ser observados na Tabela 9 e na Figura 9. Em relação ao índice de riqueza de Chao1, 

observamos uma diminuição significativa na comparação entre o T0 em relação a todos os 

outros tempos de análise (p=0,001). Na interação entre grupos e tempo, é possível identificar 
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uma tendência de maior riqueza de Chao1 (p=0,078). Na comparação em grupo e tempo para o 

índice de diversidade de Shannon, observamos diminuição entre T0 em comparação a todos os 

demais tempos de análise (p<0,001). Na análise entre grupos, observamos que não há diferenças 

entre os grupos no T0, mas é possível identificar diminuição significativa neste índice entre T0 

e T1 tanto no grupo AC quanto no grupo CP (p<0,01).  No grupo CP também foi possível 

constatar diminuição significativa quando comparado o valor observado em T1 comparado a 

T3 (p<0,001). Além disso, houve diferença significativa entre os grupos em T3, com valores 

maiores do índice de Shannon no grupo CP em relação ao grupo AC (p=0,015). 

Na análise do índice de Simpson, também identificamos diminuição significativa no T0 

em relação aos demais tempos de análise (p<0,001). Além disso, houve aumento significativo 

no T3 em comparação a T2, independente dos grupos. Na interação entre grupo e tempo, não 

observamos diferenças entre os grupos no T0, e ambos os grupos apresentaram diminuição 

significativa do T0 ao T1 (p<0,001) e do T0 ao T2 (p<0,001 no grupo AC e p=0,029 no grupo 

CP). No grupo AC, observamos diminuição em T3 em comparação a T0 (p=0,015). Por outro 

lado, o grupo CP apresentou aumento significativo neste índice no T3 em relação ao T1 

(p<0,001). Na avaliação do índice de diversidade filogenética de Faith, foi possível observar 

diminuição da diversidade em ambos os grupos ao longo do tempo (p <0,001). Na interação 

entre grupo e tempo, não houve diferenças entre nos grupos no T0, e ambos os grupos 

apresentaram diminuição significativa do T0 ao T1, T2 e T3 (p<0,001). 
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Tabela 9. Índices de alfa diversidade considerando a interação entre grupo/tempo (N=20). 

 Média ± erro padrão Teste de efeitos do modelo 

Índices 
AC grupo 

(n=11) 

CP grupo 

(n=9) 

Tempo Interação 

Wald a DF P Wald a DF P 

Chao1#   63,577 3 <0,0001* 14.165 8 0,078 

T0 118,92 ± 15,62 147,31 ± 19,24       

T1 28,59 ± 13,07 16,96 ± 6,09       

T2 6,08 ± 0,71 11,91 ± 3,15       

T3 7,99 ± 1,03 10,04 ± 1,05       

Shannon#   27,703 3 <0,0001* 47.600 8 0,0001* 

T0 3,01 ± 0,37 3,09 ± 0,46       

T1 0,90 ± 0,34 0,75 ± 0,09       

T2 0,48 ± 0,07 0,93 ± 0,14       

T3 0,62 ± 0,18 1,29 ± 0,07       

Simpson§   26,961 3 <0,0001* 40.257 8 0,0001* 

T0 0,79 ± 0,07 0,77 ± 0,09       

T1 0,37 ± 0,06 0,35 ± 0,04       

T2 0,25 ± 0,04 0,49 ± 0,06       

T3 0,37 ± 0,06 0,66 ± 0,02       

IDF 

Faith#   73,722 3 <0,0001* 15.976 8 0,043* 

T0 13,63 ± 1,46 15,20 ± 1,81       

T1 3,62 ± 1,60 3,20 ± 1,07       

T2 0,73 ± 0,16 1,51 ± 0,41       

T3 0,81 ± 0,06 0,97 ± 0,15       

Legenda: AC (Administração de Colostro); CP (Cuidado Padrão); DF (Grau de Liberdade); IDF Faith 

(Índice de Diversidade Filogenética de Faith); T0 (primeira amostra após o nascimento), T1 (7 dias 

após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento); a Wald Chi-

Square. 

O valor de P é derivado da análise com o Generalized Estimating Equations (GEE), no qual os modelos 

foram avaliados com #distribuição gamma ou §distribuição linear. * Significância foi confirmada com 

o pós-teste de Sidak. Todos os índices foram ajustados para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade 

gestacional e uso de antibióticos (sim ou não). 
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6.2.5. Beta Diversidade 

Os resultados em relação a beta diversidade nas amostras de saliva dos recém-nascidos 

prematuros podem ser observados na Tabelas 10 e 11 e nas Figuras 10 e 11. Na análise de 

coordenadas principais (PCoA) considerando a diferença entre grupos (Figura 10 e Tabela 10), 

não observamos diferenças na estrutura filogenética entre os grupos ao longo do tempo, tanto 

na análise ponderada quanto na análise não ponderada. Na análise de beta diversidade ao longo 

do tempo dentro de cada grupo (Figura 11 e Tabela 11), observamos em ambos os grupos 

diferenças significativas na composição da comunidade em cada um dos tempos, na análise 

ponderada e na análise não ponderada (p<0,001). Adicionalmente, na análise do tempo 

independente dos grupos, também é possível observar o mesmo padrão, com significância em 

ambas as análises (p<0,001). Assim, é possível identificar nessa amostra e população como o 

tempo altera a dinâmica da estrutura dessa comunidade.  

Figura 9. Índices de Alfa diversidade em relação ao tempo nas amostras orais 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias 

após o nascimento). 
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 Figura 10. Beta diversidade entre os grupos ao longo do tempo. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 

dias após o nascimento), A – análise ponderada, B – análise não ponderada. 
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Tabela 10. Análise da beta diversidade considerando a diferença entre os grupos (AC e CP). 

 F R2 P 

T0 entre os grupos    

Ponderado 1,0324 0,049086 0,396 

Não ponderado 0,8004 0,03848 0,506 

T1 entre os grupos    

Ponderado 0,42621 0,02313 0,628 

Não ponderado 1,4333 0,073753 0,193 

T2-T3 entre os grupos    

Ponderado 0,43115 0,014649 0,648 

Não ponderado 2,2452 0,071857 0,093 

Valores baseados na análise de PERMANOVA.  

Legenda: AC (Administração de Colostro); CP (Cuidado Padrão). T0 (amostra coletada no dia 

do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias 

após o nascimento). 

 

 

Tabela 11. Análise de beta diversidade considerando a diferença ao longo do tempo, dentro dos grupos 

(AC e CP). 

 F R2 P 

AC ao longo do tempo    

Ponderado 4,1664 0,24751 <0,001 

Não ponderado 7,0413 0,35728 <0,001 

CP ao longo do tempo    

Ponderado 4,1995 0,31816 <0,001 

Não ponderado 5,7019 0,38783 <0,001 

Tempo independente do grupo    

Ponderado 7,5023 0,24596 <0,001 

Não ponderado 11,251 0,32848 <0,001 

Valores baseado na análise de PERMANOVA.  

Legenda: AC (Administração de Colostro); CP (Cuidado Padrão). T0 (amostra coletada no dia do 

nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Figura 11. Beta diversidade considerando a diferença ao longo do tempo, dentro dos grupos. 

Legenda: AC (Administração de Colostro), CP (Cuidado Padrão), T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o 

nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento) , A – análise ponderada, B – análise não ponderada. 
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6.3. Microbiota Intestinal 

Nesta etapa do estudo, foram incluídos 68 recém-nascidos prematuros dos 297 que 

foram admitidos na unidade de terapia intensiva neonatal (UTINN). Destes, 13 foram excluídos, 

totalizando 55 recém-nascidos para a etapa de análise. De acordo com a porcentagem de 

aleitamento na primeira semana de vida, essa população foi dividida em 3 grupos: o grupo que 

recebeu menos de 50% de leite materno neste período (grupo < 50% - N=9), o grupo que 

recebeu entre 50 e 75% de leite materno neste período (grupo 50 – 75% - N=19) e o grupo que 

recebeu mais de 75% de leite materno neste período (grupo > 75% - N=27). Foram coletadas 

150 amostras desta população, e após análise de bioinformática, 141 foram utilizadas para a 

análise estatística. Os motivos para exclusão de participantes podem ser observados na Figura 

12. 

 

 

 

Figura 12. Fluxograma do processo de coleta das amostras fecais 
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6.3.1. Dados descritivos 

Os dados descritivos dos grupos podem ser observados na Tabela 12. Em relação aos 

dados maternos, não foi observada diferença estatística entre a idade materna média observada 

entre os grupos (p=0,87) e histórico obstétrico (p=0,51). Nos grupos, não foi possível identificar 

diferenças em relação a idade gestacional de nascimento (p=0,75), onde os grupos apresentarem 

médias bem semelhantes (entre 31 e 31 semanas). A maior parte dos recém-nascidos do grupo 

<50% eram do sexo feminino (55,6%), enquanto a maioria era do sexo masculino no grupo 50–

75% e >75% (63,2% e 51,9%, respectivamente) – p = 0,60).  Em todos os grupos, o parto 

cesáreo foi o mais prevalente (77,8% no grupo <50%, 84,2% no grupo 50-75% e 77,8% no 

grupo >75% - p=0,85). A ocorrência de sepse foi maior no grupo 50-75% em relação aos demais 

grupos (15,8%), mas os resultados não apresentarem significância estatística (p=0,41). Em 

relação ao uso de antibioticoterapia, o grupo <50% apresentou porcentagem maior na 

comparação aos outros grupos (88,9%), mas sem significância estatística (p=0,23) Já em 

relação ao tempo de nutrição parenteral, o grupo <50% apresentou valores significativamente 

maiores em relação aos demais grupos (p<0,001) e o mesmo foi observado na avaliação dos 

dias de internação na UTINN (p=0,03) 

O peso de nascimento foi maior no grupo 50-75% (1759,36 gramas em média) em 

relação ao demais grupos, assim como o peso no 7º dia de vida (1645,73 gramas em média) 

mas os valores não atingiram significância estatística (p=0,32 e p=0,08, respectivamente). Na 

comparação de pesos entre os grupos ao 22º dia após o nascimento, observamos que o grupo 

>75% apresentou maior peso nesse período em comparação aos demais grupos (1646,68 gramas 

em média), porém os resultados não foram significativos (p=0,09). 
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Tabela 12. Comparação dos dados descritivos entre os grupos de acordo com a porcentagem de 

aleitamento durante a primeira semana de internação (N=55) 

Variáveis 
Menor que 50% 

(N=9) 

Entre 50-75% 

(N=19) 

Maior que 75% 

(N=27) 

Wald Chi-

Square 
P 

Idade materna (anos)# 26,67 ± 2,37 25,79 ± 1,63 26,85 ± 1,36 0,258 0,87 

Idade gestacional 

(semanas)# 
31,42 ± 0,66 31,95 ± 0,45 31,98 ± 0,38 0,567 0,75 

Histórico obstétrico§    1,317 0,51 

Multíparas 7 (77,8) 12 (63,2) 21 (77,8)   

Primigestas 2 (22,2) 7 (36,8) 6 (22,2)   

Sexo dos recém-

nascidos§ 
   1,006 0,60 

Feminino 5 (55,6) 7 (36,8) 13 (48,1)   

Masculino 4 (44,4) 12 (63,2) 14 (51,9)   

Tipo de parto§    0,319 0,85 

Cesárias 7 (77,8) 16 (84,2) 21 (77,8)   

Vaginal 2 (22,2) 3 (15,8) 6 (22,2)   

Sepse§    1,750 0,41 

Sim 1 (11,1) 3 (15,8) 1 (3,7)   

Não 8 (88,9) 16 (84,2) 26 (96,3)   

Use de antibióticos§    2,922 0,23 

Sim 8 (88,9) 10 (52,6) 16 (59,3)   

Não 1 (11,1) 9 (47,4) 11 (40,7)   

Tempo de nutrição 

parenteral (dias) 
13,78 ± 1,91 3,95 ± 1,31 1,22 ± 1,10 32,378 <0,0001*† 

Peso ao nascimento 

(gramas) 
1570,88 ± 124,53 1759,36 ± 85,70 1613,81 ± 71,89 2,265 0,32 

Peso no 7o dia de vida 

(gramas) 
1349,11 ± 112,98 1645,73 ± 77,76 1507,59 ± 65,23 4,896 0,08 

Peso no 22o dia de vida 

(gramas)¥ 
1476,25 ± 84,06 1451,50 ± 84,06 1646,68 ± 59,44 4,772 0,09 

Dias na UTINN 23,22 ± 3,92 13,32 ± 2,69 11,78 ± 2,26 6,543 0,03* 

Valores apresentados como #média ± erro padrão; §número (porcentagem). Valor de P baseado no Generalized 

Linear Model (GzLM) com #distribuição linear e §distribuição logística binária. Legenda: UTINN (Unidade de 

Terapia Intensiva Neonatal). ¥27 recém-nascidos já haviam recebido alta hospitalar antes de completar 22 dias 

de internação. 

*Diferença significativa na comparação entre o grupo com <50% de aleitamento em comparação com o grupo 

entre 50-75%. 

† Diferença significativa na comparação entre o grupo com <50% de aleitamento em comparação com o grupo 

com >75%. 

£ Diferença significativa na comparação entre o grupo entre 50-75% de aleitamento em comparação com o 

grupo com >75%. 
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6.3.2. Alimentação enteral 

Os resultados referentes à alimentação por via enteral (tanto por via oral quanto por 

sonda) realizada durante a primeira semana de vida nos grupos durante a internação hospitalar 

podem ser observados na Tabela 13. A alimentação de todos os grupos foi constituída 

majoritariamente por leite pasteurizado, porém com valores maiores no grupo >75% (81,8%) 

em relação aos demais grupos (56,9% no grupo 50-75% e 29,8% no grupo <50%). Além de 

leite pasteurizado, a alimentação dos grupos foi constituída por leite cru, o qual foi mais 

prevalente no grupo 50-75% (8,2%) em relação aos demais grupos (5,5% no grupo >75% e 

1,3% no grupo <50%). Além disso, fórmula infantil foi administrada somente nos grupos 50-

75% e >75%, com maior prevalência no grupo 50-75% (8,9%).  No total, a alimentação enteral 

representou apenas 31,1% da alimentação do grupo <50% na primeira semana de vida, 74% da 

alimentação do grupo 50-75% e 87,7% do grupo >75% no mesmo período, em relação ao total 

de oportunidades de alimentação. 

Tabela 13. Porcentagem de aleitamento enteral durante os sete primeiros dias de vida (n=55). 

Tipo de aleitamento 

Grupo menos que 

50% de aleitamento 

(n=9) 

Grupo entre 50-

75% de aleitamento 

(n=19) 

Grupo com mais de 

75% de aleitamento 

(n=27) 

Leite cru 1,3 ± 1,5 8,2 ± 8,6 5,5 ± 7,8 

Leite pasteurizado 29,8 ± 7,6 56,9 ± 7,9 81,8 ± 8,6 

Fórmula infantil 0 8,9 ± 11,8 0,4 ± 1,9 

Média total 31,1% 74,0% 87,7% 

Valores apresentados como porcentagem média ± desvio padrão. 

 

Na tabela 14 é possível observar a alimentação dos grupos após o 7º dia de vida até a 

alta hospitalar. Neste período, o leite pasteurizado foi a principal fonte de alimentação em todos 

os grupos, com média maior no grupo 50-75% (81,2%) em relação ao grupo <50% (61,7%) e 

ao grupo >75% (69,5%). A alimentação enteral neste período também foi constituída por leite 

cru, o qual foi mais prevalente no grupo 50-75% (8,6%) em relação ao grupo <50% (4,17%) e 

ao grupo >75% (7,5%), e por fórmula infantil, a qual constituiu 14,5% da alimentação do grupo 
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<50%, 7,4% do grupo 50-75% e 17,4% da alimentação do grupo >75%. No total, a alimentação 

enteral neste período representou 80,3% da alimentação do grupo <50%, 97,3% do grupo 50-

75% e 94,5% do grupo >75%, em relação ao total de oportunidades de alimentação. 

 

Tabela 14. Porcentagem de aleitamento enteral após a 1ª semana de vida (n=36). 

Tipo de aleitamento 

Grupo menos que 

50% de aleitamento 

(n=8) 

Grupo entre 50-

75% de aleitamento 

 (n=7) 

Grupo com mais de 

75% de aleitamento 

(n=21) 

Leite cru 4,1 ± 6,2 8,6 ± 9,2 7,5 ± 10,1 

Leite pasteurizado 61,7 ± 29,5 81,2 ± 22,8 69,5 ± 23,9 

Fórmula infantil 14,5 ± 26,0 7,4 ± 18,2 17,4 ± 19,0 

Média total 80,3% 97,3% 94,5% 

Valores apresentados como porcentagem média ± desvio padrão. Da amostra total, 19 crianças 

receberam alta antes de completar 14 dias de internação. 

  

6.3.3. Abundância relativa 

Comparação entre os grupos  

A análise estatística e distribuição dos 15 gêneros bacterianos mais abundantes nas 

amostras de fezes entre os grupos em relação aos tempos de coleta (1-5 dias de vida, 6-11 dias 

de vida, 15-22 dias de vida e mais de 22 dias de vida) podem ser observados nas Tabelas 15 a 

18 e nas Figuras 13 e 14. 

Figura 13. Relação dos principais gêneros observados na população ao longo do tempo 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Tabela 15. Comparação entre os principais gêneros bacterianos intestinais observados no T0 (N=55) 

1ª amostra de fezes 
<50%A 

(N=9) 

50-75%B 

(N=19) 

>75%C 

(N=27) 

A x B  A x C  B x C 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,034 0,337 0,542 0,393 0,60 1,00  0,659 0,30 1,00  0,266 0,60 1,00 

Bacteroides 14,905 0,893 1,607 -1,487 0,02 0,29  -1,351 0,02 0,42  0,136 0,73 1,00 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
0,090 5,242 8,321 1,357 0,14 1,00 

 
1,387 0,07 1,00 

 
0,030 0,96 1,00 

Clostridium_sensu_stricto_1 9,886 4,366 6,167 -0,523 0,37 1,00  -0,169 0,74 1,00  0,353 0,37 1,00 

Corynebacterium_1 0,024 7,567 0,011 0,944 0,46 1,00  0,335 0,72 1,00  0,135 0,76 1,00 

Enterobacteriaceae# 34,796 41,175 40,423 -0,173 0,79 1,00  -0,039 0,95 1,00  -0,233 0,55 1,00 

Enterococcus 0,177 2,149 0,275 0,086 0,88 1,00  -0,146 0,79 1,00  0,045 0,91 1,00 

Escherichia-Shigella 2,114 1,849 2,068 0,029 0,96 1,00  0,073 0,89 1,00  0,053 0,90 1,00 

Haemophilus 0,060 0,106 1,014 0,125 0,83 1,00  0,178 0,74 1,00  -0,005 0,99 1,00 

Lactobacillus 0,037 0,048 4,730 0,083 0,93 1,00  0,078 0,93 1,00  -0,895 0,14 0,86 

Proteus 0,009 0,054 0,059 0,361 0,76 1,00  -0,534 0,64 1,00  0,036 0,96 1,00 

Serratia 0,031 0,074 4,844 1,372 0,31 1,00  1,408 0,21 1,00  0,009 0,98 1,00 

Staphylococcus 15,005 8,639 10,047 -0,073 0,91 1,00  -0,064 0,91 1,00  -0,027 0,94 1,00 

Streptococcus 0,258 0,737 0,934 0,202 0,70 1,00  0,175 0,73 1,00  -0,039 0,93 1,00 

Veillonella 4,139 10,957 5,257 0,032 0,96 1,00  -0,007 0,99 1,00  -0,609 0,46 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized 

Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional 

e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do 

teste), FDR (False Discovery Rate), -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.   
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Tabela16. Comparação entre os principais gêneros bacterianos intestinais observados em T1 (N=55) 

6 - 11 dias após o 

nascimento 

<50%A 

(N=9) 

50-75%B 

(N=19) 

>75%C 

(N=27) 

A x B  A x C  B x C 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,084 0,880 8,290 -0,233 0,76 1,00  0,025 0,97 1,00  0,2584 0,63 1,00 

Bacteroides 18,572 5,666 3,151 -0,116 0,85 1,00  -0,269 0,63 1,00  -0,1526 0,76 1,00 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
10,505 4,625 10,717 0,083 0,94 1,00  0,894 0,24 1,00  0,8117 0,42 1,00 

Clostridium_sensu_stricto_1 1,497 19,127 20,301 0,277 0,69 1,00  0,216 0,72 1,00  -0,0610 0,90 1,00 

Corynebacterium_1 14,036 0,254 0,240 -1,099 0,34 1,00  -1,881 0,07 0,61  -0,7820 0,47 1,00 

Enterobacteriaceae# 15,776 36,495 27,627 0,942 0,10 0,70  0,711 0,17 1,00  -0,2305 0,56 1,00 

Enterococcus 0,029 0,487 1,613 0,317 0,72 1,00  0,389 0,68 1,00  0,0721 0,87 1,00 

Escherichia-Shigella 7,849 6,264 2,304 -1,161 0,10 0,70  -1,592 0,02 0,22  -0,4301 0,32 1,00 

Haemophilus 12,388 0,093 1,020 -0,611 0,48 1,00  -0,744 0,38 1,00  -0,1335 0,84 1,00 

Lactobacillus 0,026 0,002 0,005 -0,417 0,65 1,00  0,173 0,88 1,00  0,5898 0,61 1,00 

Proteus 5,187 6,774 0,134 -1,029 0,53 1,00  -2,062 0,20 1,00  -1,0329 0,12 1,00 

Serratia 4,720 3,544 4,973 -2,295 1,00 1,00  -2,385 1,00 1,00  -0,0909 0,95 1,00 

Staphylococcus 0,694 13,078 9,929 0,350 0,57 1,00  0,236 0,67 1,00  -0,1133 0,77 1,00 

Streptococcus 0,141 0,947 1,503 -0,241 0,74 1,00  -0,298 0,68 1,00  -0,0574 0,89 1,00 

Veillonella 1,737 1,343 0,410 -0,298 0,60 1,00  -0,603 0,29 1,00  -0,3055 0,47 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized 

Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional 

e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do 

teste), FDR (False Discover Rate), -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.  
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Tabela 17. Comparação entre os principais gêneros bacterianos intestinais observados em T2 (N=55) 

15 - 22 dias após o 

nascimento 

<50%A 

(N=9) 

50-75%B 

(N=19) 

>75%C 

(N=27) 

A x B  A x C  B x C 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,058 0,002 0,241 -1,228 0,35 1,00  0,514 0,53 1,00  1,741 0,11 0,58 

Bacteroides 15,454 0,010 0,010 -5,980 <0,001 <0,001*  -3,399 <0,001 0,01*  2,581 0,01 0,11 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
14,838 0,381 0,008 -0,422 0,77 1,00  -1,992 0,13 0,42  -1,570 0,08 0,50 

Clostridium_sensu_stricto_1 2,156 32,253 31,202 -0,103 0,91 1,00  0,463 0,46 1,00  0,566 0,44 1,00 

Corynebacterium_1 0,014 0,001 0,001 -1,251 1,00 1,00  -2,131 1,00 1,00  -0,880 1,00 1,00 

Enterobacteriaceae# 49,654 57,344 50,121 1,075 0,22 1,00  0,336 0,59 1,00  -0,739 0,31 1,00 

Enterococcus 0,239 0,970 1,154 0,932 0,22 1,00  -0,107 0,85 1,00  -1,039 0,08 0,50 

Escherichia-Shigella 6,198 0,005 4,319 -1,708 1,00 1,00  1,145 0,00 0,02*  2,853 1,00 1,00 

Haemophilus 0,024 0,005 0,302 -5,086 0,47 1,00  -1,287 0,77 1,00  3,799 0,17 0,80 

Lactobacillus 0,011 -- -- -- -- --  -- -- --  -- -- -- 

Proteus -- -- 2,628 -- -- --  -- -- --  -- -- -- 

Serratia 0,015 3,026 0,202 7,163 <0,001 <0,001*  2,893 <0,001 <0,001*  -4,270 <0,001 <0,001* 

Staphylococcus 2,002 5,973 0,154 1,069 0,19 1,00  -0,802 0,20 0,59  -1,871 0,01 0,07 

Streptococcus 0,068 0,00018 0,156 -0,586 0,68 1,00  0,125 0,85 1,00  0,711 0,54 1,00 

Veillonella 1,013 0,011 8,879 -1,031 0,37 1,00  0,188 0,79 1,00  1,220 0,21 0,85 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized 

Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional 

e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do 

teste), FDR (False Discover Rate), -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.  
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Tabela 18. Comparação entre os principais gêneros bacterianos intestinais observados em T3 (N=55) 

+22 dias após o nascimento 
<50%A 

(N=9) 

50-75%B 

(N=19) 

>75%C 

(N=27) 

A x B  A x C  B x C 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter -- 0,097 0,025 -- -- --  -- -- --  -33,188 <0,001 0,04* 

Bacteroides 0,040 0,008 0,034 0,289 0,81 1,00  0,577 0,74 1,00  0,288 0,89 1,00 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
0,087 0,044 -- 0,126 <0,001 <0,001*  -- -- --  -- -- -- 

Clostridium_sensu_stricto_1 9,638 24,219 26,837 -0,769 0,52 1,00  -0,859 0,48 1,00  -0,089 0,91 1,00 

Corynebacterium_1 -- -- 0,003 -- -- --  -- -- --  -- -- -- 

Enterobacteriaceae# 16,054 47,970 33,799 0,965 0,33 1,00  0,004 1,00 1,00  -0,961 0,18 1,00 

Enterococcus 0,472 0,069 0,200 -1,835 0,20 1,00  -0,606 0,63 1,00  1,229 0,03 0,25 

Escherichia-Shigella 17,260 1,292 12,689 -1,921 0,09 1,00  0,183 0,85 1,00  2,105 0,01 0,11 

Haemophilus -- 0,001 0,060 -- -- --  -- -- --  -7,764 0,01 0,11 

Lactobacillus -- 11,022 -- -- -- --  -- -- --  -- -- -- 

Proteus 0,359 -- 1,795 -- -- --  0,221 <0,001 <0,001*  -- -- -- 

Serratia 32,758 6,628 0,051 -5,046 1,00 1,00  -2,399 1,00 1,00  2,647 0,52 1,00 

Staphylococcus 0,072 0,019 0,052 0,073 0,93 1,00  0,098 0,92 1,00  0,026 0,97 1,00 

Streptococcus 0,656 3,039 0,958 3,066 <0,001 0,01*  2,654 0,01 0,23  -0,412 0,56 1,00 

Veillonella 16,585 5,406 20,010 -0,355 0,71 1,00  0,253 0,80 1,00  0,608 0,42 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized 

Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), idade gestacional 

e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do 

teste), FDR (False Discover Rate), -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.  
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 Os gêneros mais prevalentes nos grupos na variação do 1º ao 5º dia de vida (T0) foram 

Staphylococcus, com maior abundância no grupo <50% (15,00%); Veillonella, com maior 

abundância no grupo 50-75% (10,95%); Clostridium sensu stricto 1, com maior abundância no 

grupo <50% (9,88%), e Bacteroides, mais abundante no grupo <50% (14,90%). Além disso, a 

família Enterobacteriaceae (onde alguns gêneros não foram diferenciados através da análise 

realizada) apresentou grande prevalência em todos os grupos, com maior abundância no grupo 

50-75%. Após a análise estatística, somente a maior abundância de Bacteroides apresentou 

significância estatística em relação aos demais grupos (p=0,02), que não se manteve com o 

valor de p ajustado (p=0,29 na comparação com o grupo 50-75% e p=0,42 em comparação com 

o grupo >75%). As demais análises não apresentaram significância estatística (Tabela 15). Na 

comparação entre os grupos entre 6-11 dias de vida (T1) (Tabela 16), identificamos maior 

abundância de Bacteroides (18,57%), Corynebacterium 1 (14,03%) e Haemophilus (12,38%) 

no grupo <50%, Staphylococcus (13,07%), Enterobacteriaceae (36,49%) e Proteus (6,77%) no 

grupo 50-75% e Clostridium sensu stricto 1 (20,30%), Acinetobacter (8,29%) e Burkholderia-

Caballeronia-Paraburkholderia (10,71%) no grupo >75%. Após análise estatística, os 

Figura 14. Relação dos principais gêneros bacterianos observados nos grupos e nos tempos. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após 

o nascimento), A (Grupo menos de 50%), B (Grupo entre 50-75%), C (Grupo mais de 75%). 
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resultados não atingiram significância estatística. Vale ressaltar que a abundância de 

Escherichia-Shigella apresentou valores maiores no grupo <50% (7,84%) em relação ao grupo 

>75% (2,30%) – p=0,02, mas o resultado significativo não se manteve após ajuste do valor de 

p (p=0,22).  

Em T2 (15 a 22 dias de vida) (Tabela 17), a maior abundância foi de Enterobacteriaceae 

em todos os grupos, com maior prevalência no grupo 50-75% (57,34%), mas sem significância 

nas comparações entre os grupos (p=1,00 para todas as comparações). Identificamos uma 

abundância significativamente maior de Bacteroides no grupo <50% (15,45%) na comparação 

com o grupo 50-75% (p<0,001) e na comparação com o grupo >75% (p<0,01). Adicionalmente, 

observamos uma prevalência menor de Serratia no grupo <50% (0,015%) na comparação com 

o grupo 50-75% (p<0,001) e com o grupo >75% (p<0,001), e maior prevalência do mesmo 

gênero no grupo 50-75% (3,02%) em comparação com o grupo >75% (0,20%) – p<0,001. A 

abundância de Staphylococcus foi significativamente maior no grupo 50-75% (5,97%) em 

relação ao grupo >75% (0,15%) – p=0,01, mas a significância não se manteve após o ajuste do 

valor de p(p=0,07).  

 Após o 22º dia de vida (T3) (Tabela 18), o gênero mais dominante no grupo <50% foi 

Serratia (32,75%), enquanto no grupo 50-75% e >75% foi Enterobacteriaceae (47,97% e 

33,79%, respectivamente), mas os resultados não atingiram significância estatística. Além 

disso, identificamos uma maior abundância de Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia 

no grupo <50% em relação ao grupo 50-75% (0,087% e 0,044%, respectivamente – p<0,001). 

No grupo 50-75%, observamos maior prevalência de Streptococcus em relação ao grupo <50% 

(3,03% e 0,65%, respectivamente – p <0,01) e maior abundância de Acinetobacter em relação 

ao grupo >75% (0,097% e 0,025%, respectivamente – p=0,04). No grupo >75%, foi possível 

observar maior abundância de Proteus em relação ao grupo <50% (1,79% e 0,35%, 

respectivamente – p<0,001) e de Streptococcus (0,95% e 0,65%, respectivamente), mas o 
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resultado não manteve a significância estatística (p=0,23). Adicionalmente, identificamos 

maiores abundâncias de Esterococcus, Escherichia-Shigella e Haemophilus no grupo >75% em 

comparação com o grupo 50-75%, mas a significância estatística não se manteve com os valores 

de p ajustado (p=0,25, p=0,11 e p=0,11, respectivamente). 

 

Efeito do tempo em cada um dos grupos 

A análise para comparar o efeito do tempo nos principais gêneros bacterianos do grupo 

<50% pode ser observada na Figura 15 e Tabela 19. Podemos observar que, no T1 em relação 

ao T0 ocorreu aumento de Proteus (5,18% e 0,009%, respectivamente – p<0,01); o mesmo é 

observado ao compararmos o T3 com o T0 (0,35% e 0,009%, respectivamente – p<0,01). 

Adicionalmente, ao observarmos o T3 em relação ao T0, observamos aumento de Serratia 

(32,75% e 0,03%, respectivamente – p=0,03). 

 

 

Figura 15. Relação dos principais gêneros bacterianos observados no grupo com menos de 50% de aleitamento considerando os momentos de 

avaliação. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Tabela 19. Comparação entre os principais gêneros bacterianos no grupo com menos de 50% de aleitamento com o passar do tempo (N=9) 

Grupo com menos de 50% 

de aleitamento 
T0 T1 T2 T3 

T0 x T1  T0 x T2  T0 x T3 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,034 0,084 0,058 -- 0,804 0,32 1,00  1,033 0,26 0,77  -- -- -- 

Bacteroides 14,905 18,572 15,454 0,040 -0,514 0,42 1,00  -0,416 0,63 1,00  -0,992 0,31 1,00 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
0,090 10,505 14,838 0,087 0,617 0,44 1,00  1,189 0,19 0,68  -0,327 0,81 1,00 

Clostridium_sensu_stricto_1 9,886 1,497 2,156 9,638 -0,169 0,78 1,00  0,049 0,93 1,00  1,207 0,13 1,00 

Corynebacterium_1 0,024 14,036 0,014 -- 1,674 0,09 0,48  -0,013 0,99 1,00  -- -- -- 

Enterobacteriaceae# 34,796 15,776 49,654 16,054 -0,746 0,21 0,88  1,070 0,10 0,47  -0,542 0,49 1,00 

Enterococcus 0,177 0,029 0,239 0,472 -0,339 0,65 1,00  0,345 0,49 0,96  0,161 0,81 1,00 

Escherichia-Shigella 2,114 7,849 6,198 17,260 0,877 0,24 0,97  0,924 0,16 0,65  1,416 0,09 1,00 

Haemophilus 0,060 12,388 0,024 -- 0,474 0,57 1,00  -0,051 0,95 1,00  -- -- -- 

Lactobacillus 0,037 0,026 0,011 -- 0,062 0,93 1,00  -0,405 0,69 1,00  -- -- -- 

Proteus 0,009 5,187 -- 0,359 7,217 <0,01 <0,01*  -- -- --  4,453 <0,01 <0,01* 

Serratia 0,031 4,720 0,015 32,758 0,720 0,48 1,00  0,060 0,96 1,00  5,304 <0,01 0,03* 

Staphylococcus 15,005 0,694 2,002 0,072 -0,427 0,50 1,00  -0,202 0,80 1,00  -0,852 0,28 1,00 

Streptococcus 0,258 0,141 0,068 0,656 0,212 0,72 1,00  -0,545 0,32 0,77  0,065 0,93 1,00 

Veillonella 4,139 1,737 1,013 16,585 -0,164 0,80 1,00  -0,413 0,59 1,00  1,063 0,10 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros mais abundantes em relação a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-

BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), 

idade gestacional e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento). Estimate (valor 

do teste), FDR (False Discover Rate); -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.  
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Os dados da comparação onde observamos o efeito do tempo nos principais gêneros 

bacterianos do grupo 50-75% pode ser observada na Figura 16 e Tabela 20. Podemos observar 

que, no T1 em relação ao T0 ocorreu aumento de Acinetobacter (0,88% e 0,33%, 

respectivamente – p=0,05); também é possível observar aumento na abundância de Bacteroides 

no mesmo período (p=0,02), mas a significância não se mantém após o ajuste para variáveis 

confundidoras (p=0,27). Entre T2 e T0, observamos diminuição na abundância de Bacteroides 

(p=0,03), que não é mantida após ajustes (p=0,91). Já na comparação entre T3 e T0, 

identificamos aumento de Lactobacillus (11,02 e 0,048%, respectivamente – p=0,01). 

 

 

 

 

Figura 16. Relação dos principais gêneros bacterianos observador no grupo entre 50-75% de aleitamento considerando os momentos de avaliação. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Tabela 20. Comparação entre os principais gêneros bacterianos nos grupos com o passar do tempo (N=19) 

Grupo entre 50-75% de 

aleitamento 
T0 T1 T2 T3 

T0 x T1  T0 x T2  T0 x T3 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,337 0,880 0,002 0,097 -1,699 <0,001 0,05*  -14,936 1,00 1,00  -9,456 1,00 1,00 

Bacteroides 0,893 5,666 0,010 0,008 -4,519 0,02 0,27  -4,946 0,03 0,91  -3,643 0,06 0,55 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
5,242 4,625 0,381 0,044 0,163 0,74 1,00  0,402 0,52 1,00  -0,596 0,34 1,00 

Clostridium_sensu_stricto_1 4,366 19,127 32,253 24,219 0,130 0,87 1,00  -0,740 0,36 1,00  -0,534 0,54 1,00 

Corynebacterium_1 7,567 0,254 0,001 -- 0,712 0,16 0,75  1,177 0,10 1,00  -- -- -- 

Enterobacteriaceae# 41,175 36,495 57,344 47,970 0,333 0,45 1,00  -1,155 0,31 1,00  0,050 0,94 1,00 

Enterococcus 2,149 0,487 0,970 0,069 -0,161 0,75 1,00  -0,341 0,72 1,00  -0,474 0,70 1,00 

Escherichia-Shigella 1,849 6,264 0,005 1,292 -0,449 0,37 1,00  -0,947 0,27 1,00  -0,520 0,39 1,00 

Haemophilus 0,106 0,093 0,005 0,001 0,124 0,78 1,00  0,332 0,68 1,00  -0,690 0,27 1,00 

Lactobacillus 0,048 0,002 -- 11,022 -1,029 0,13 0,69  -- -- --  8,177 <0,001 0,01* 

Proteus 0,054 6,774 -- -- -0,218 0,65 1,00  -- -- --  -- -- -- 

Serratia 0,074 3,544 3,026 6,628 -0,314 0,37 1,00  -0,202 0,84 1,00  -1,967 0,06 0,55 

Staphylococcus 8,639 13,078 5,973 0,019 -0,529 0,44 1,00  -0,366 0,75 1,00  -0,197 0,80 1,00 

Streptococcus 0,737 0,947 0,000 3,039 -0,452 0,26 1,00  -0,470 0,66 1,00  1,106 0,03 0,41 

Veillonella 10,957 1,343 0,011 5,406 -0,823 1,00 1,00  -0,364 0,75 1,00  -3,265 1,00 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros mais abundantes em relação a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-

BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), 

idade gestacional e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento), Estimate (valor 

do teste), FDR (False Discover Rate); -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.   
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A análise para comparar o efeito do tempo nos principais gêneros bacterianos do grupo 

>75% pode ser observada na Figura 17 e Tabela 21. Podemos observar que, no T1 em relação 

ao T0 ocorreu aumento considerável nos gêneros Acinetobacter e Clostridium sensu stricto 1, 

e diminuição considerável em Enterobacteriaceae, Veillonella e Lactobacillus, porém os 

resultados não foram estatisticamente significativos. Entre T2 e T0, observamos aumento 

significativo na abundância de Proteus (2,62% e 0,05%, respectivamente - p<0,001), além de 

aumento em Clostridium sensu stricto 1 (p=0,03) e Escherichia-Shigella (p=0,02), que não se 

mantém após ajustes (p=0,58 para ambos os testes). Já na comparação entre T3 e T0, 

identificamos aumento significativo de Proteus (1,79% e 0,05%, respectivamente - p<0,001) e 

de Escherichia-Shigella (12,68% e 2,06%, respectivamente - p=0,03). 

 

 

Figura 17. Relação dos principais gêneros bacterianos observados no grupo com mais de 75% de aleitamento considerando os momentos de 

avaliação. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Tabela 21. Comparação entre os principais gêneros bacterianos no grupo com mais de 75% de aleitamento com o passar do tempo (N=27) 

Grupo com mais de 75% 

de aleitamento 
T0 T1 T2 T3 

T0 x T1  T0 x T2  T0 x T3 

Estimate P  P (FDR)  Estimate P P (FDR)  Estimate P P (FDR) 

Acinetobacter 0,542 8,290 0,241 0,025 0,400 0,34 0,83  0,035 0,95 1,00  0,101 0,90 1,00 

Bacteroides 1,607 3,151 0,010 0,034 -0,311 0,38 0,83  -0,858 0,17 1,00  -0,536 0,27 1,00 

Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia 
8,321 10,717 0,008 -- 0,324 0,64 0,91  -1,182 0,24 1,00  -- -- -- 

Clostridium_sensu_stricto_1 6,167 20,301 31,202 26,837 0,297 0,44 0,86  0,947 0,03 0,58  0,653 0,19 1,00 

Corynebacterium_1 0,011 0,240 0,001 0,003 -0,069 0,92 1,00  -0,391 0,75 1,00  -0,396 0,77 1,00 

Enterobacteriaceae# 40,423 27,627 50,121 33,799 -0,524 0,17 0,77  0,160 0,71 1,00  -0,319 0,52 1,00 

Enterococcus 0,275 1,613 1,154 0,200 0,237 0,52 0,89  -0,188 0,63 1,00  0,113 0,82 1,00 

Escherichia-Shigella 2,068 2,304 4,319 12,689 -0,432 0,25 0,80  1,431 0,02 0,58  1,408 <0,001 0,03* 

Haemophilus 1,014 1,020 0,302 0,060 -0,313 0,48 0,89  0,447 0,48 1,00  -0,163 0,80 1,00 

Lactobacillus 4,730 0,005 -- -- -0,772 0,40 0,83  -- -- --  -- -- -- 

Proteus 0,059 0,134 2,628 1,795 0,060 0,90 1,00  4,125 <0,001 <0,001*  2,520 <0,001 <0,001* 

Serratia 4,844 4,973 0,202 0,051 0,289 0,65 0,91  -0,065 0,94 1,00  -0,043 0,96 1,00 

Staphylococcus 10,047 9,929 0,154 0,052 -0,052 0,88 1,00  -0,638 0,13 1,00  -0,583 0,35 1,00 

Streptococcus 0,934 1,503 0,156 0,958 -0,360 0,30 0,83  -0,417 0,31 1,00  0,183 0,67 1,00 

Veillonella 5,257 0,410 8,879 20,010 -0,365 0,39 0,83  0,003 1,00 1,00  0,474 0,30 1,00 

Valores representam a porcentagem dos 15 principais gêneros mais abundantes em relação a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-

BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesária ou vaginal), 

idade gestacional e uso de antibiótico (sim ou não). *Significância ≤ 0.05 após valor ajustado. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento), Estimate (valor 

do teste), FDR (False Discover Rate); -- (ausência do gênero bacteriano no período observado); # Família Enterobacteriaceae.   
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6.3.4. Alfa Diversidade 

Os resultados dos índices de alfa diversidade nos grupos em relação ao tempo podem 

ser observados na Tabela 22 e na Figura 18. Em relação ao índice de riqueza de Chao1, 

observamos aumento significativo na comparação entre o T0 em relação a todos os outros 

tempos de análise (p=0,03). Na comparação em grupo e tempo para o índice de diversidade de 

Shannon, não foi possível observar diferença significativa na amostra observada. O mesmo 

ocorreu na análise do índice de Simpson, onde a variação não uniforme do índice ao longo do 

tempo não permitiu a detecção de diferenças significativas.  

Na avaliação do índice de diversidade filogenética de Faith, foi possível observar 

diminuição significativa na comparação entre o T0 em relação a todos os outros tempos de 

análise (p=0,01). Na interação entre grupo e tempo, não houve diferenças entre grupos no T0, 

porém observamos que todos os grupos apresentaram diminuição significativa entre T0 e T1 

(grupo <50% p=0,043; grupo 50-75 p=0,003; grupo >75% p=0,019).  
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Tabela 22. Índices de Alfa diversidade considerando a interação entre grupo/tempo (N=55). 

 Média ± erro padrão Teste de efeitos do modelo 

Índices 
Menos que 50% 

(N=9) 

Entre 50-75% 

(N=19) 

Maior que 75% 

(N=27) 

Tempo Interação 

Wald Chi-

Square 
DF P 

Wald Chi-

Square 
DF P 

Chao1    8.775 3 0,03* 14.008 11 0,23 

Tempo 0 18,18 ± 3,06 13,78 ± 1,20 14,74 ± 1,73       

Tempo 1 11,55 ± 4,02 10,21 ± 0,90 11,44 ± 0,81       

Tempo 2 11,63 ± 3,72 8,95 ± 0,86 8,43 ± 0,65       

Tempo 3 -- 8,11 ± 1,26 11,04 ± 0,86       

Shannon    1.026 3 0,79 10.065 11 0,52 

Tempo 0 1,36 ± 0,20 1,12 ± 0,14 1,21 ± 0,08       

Tempo 1 1,11 ± 0,40 1,17 ± 0,07 1,16 ± 0,07       

Tempo 2 1,36 ± 0,26 0,89 ± 0,12 1,15 ± 0,10       

Tempo 3 -- 1,11 ± 0,17 1,40 ± 0,14       

Simpson    0,323 3 0,95 9.647 11 0,56 

Tempo 0 0,63 ± 0,05 0,55 ± 0,06 0,62 ± 0,02       

Tempo 1 0,47 ± 0,18 0,60 ± 0,02 0,59 ± 0,02       

Tempo 2 0,64 ± 0,06 0,48 ± 0,04 0,60 ± 0,04       

Tempo 3 -- 0,55 ± 0,08 0,64 ± 0,07       

IDF Faith    11.107 3 0,01* 58.680 11 <0,001* 

Tempo 0 1,60 ± 0,23 1,26 ± 0,06 1,27 ± 0,10       

Tempo 1 0,97 ± 0,39 0,96 ± 0,08 1,00 ± 0,06       

Tempo 2 0,91 ±0,39 0,79 ± 0,06 0,76 ± 0,04       

Tempo 3 -- 0,73 ± 0,07 0,91 ± 0,05       
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Legenda: DF (Grau de Liberdade), Tempo 0 (primeira amostra após o nascimento), Tempo 1 (7 dias após o nascimento), Tempo 

2 (14 dias após o nascimento), Tempo 3 (21 dias após o nascimento), IDF Faith (Índice de Diversidade Filogenética de Faith), -- 

(apenas duas crianças do grupo com menos que 50% permaneceram internadas até o T3).  

O valor de P é derivado da análise com o Generalized Estimating Equations (GEE), no qual os modelos foram avaliados com 

distribuição linear. * Significância confirmada com o pós-teste de Sidak. Todos os índices foram ajustados para tipo de parto 

(cesária ou vaginal), idade gestacional e uso de antibióticos (sim ou não).  

Figura 18. Índices de Alfa diversidade entre os grupos nos tempos. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias 

após o nascimento). 



 

66 

  

6.3.5. Beta Diversidade 

Os resultados em relação a beta diversidade nas amostras de fezes dos recém-nascidos 

prematuros podem ser observados nas Tabelas 23 e 24 e nas Figuras 19 e 20. Na análise de 

coordenadas principais (PCoA) considerando a diferença entre grupos (Figura 19 e Tabela 23), 

somente observamos diferenças na análise não ponderada entre os grupos no T2 (p<0,05). Para 

as demais análises, não observamos diferenças na estrutura filogenética entre os grupos ao 

longo do tempo, tanto na análise ponderada quanto na análise não ponderada.  

 

Tabela 23. Análise da Beta diversidade nas amostras fecais considerando a diferença entre os 

grupos (A, B e C) nos tempos. 

Comparação entre os grupos F R2 P 

T0    

Ponderado 0,54436 0,031938 0,904 

Não ponderado 0,66605 0,038801 0,84 

T1    

Ponderado 0,67714 0,03356 0,724 

Não ponderado 1,1797 0,057048 0,277 

T2    

Ponderado 0,9829 0,0729 0,395 

Não ponderado 1,8955 0,13168  <0,05* 

T3    

Ponderado 0,36397 0,041062 0,856 

Não ponderado 0,80889 0,086894 0,689 

Valores baseado na análise de PERMANOVA.  

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de 

aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). T0 (amostra coletada no dia do 

nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após 

o nascimento). 
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Figura 19. Beta diversidade entre os grupos nos tempos. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), 

T3 (21 dias após o nascimento), A – análise ponderada, B – análise não ponderada. 
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Na análise de beta diversidade ao longo do tempo dentro de cada grupo (Figura 20 e 

Tabela 24), observamos em todos os grupos diferenças significativas na composição da 

comunidade em cada um dos tempos, porém somente na análise não ponderada (grupo <50% 

p=0,039; grupo 50-75 p=0,002; grupo >75% p<0,001).  

 

Tabela 24. Análise de beta diversidade nas amostras fecais considerando a diferença ao longo 

do tempo, dentro dos grupos (A, B e C). 

Comparação dentro dos 

grupos 
F R2 P 

Menos de 50% (A)    

Ponderado 0,81379 0,10879 0,661 

Não ponderado 1,8381 0,21612 0,039* 

Entre 50-75% (B)    

Ponderado 0,51913 0,045067 0,905 

Não ponderado 2,3277 0,17465 0,002* 

Mais do que 75% (C)    

Ponderado 1,7793 0,088467 0,056 

Não ponderado 5,4644 0,22962 <0,001* 

Valores baseado na análise de PERMANOVA.  

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de 

aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). T0 (amostra coletada no dia do 

nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o 

nascimento). 
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Figura 20. Beta diversidade nos grupos e nos tempos. 

Legenda: T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 

dias após o nascimento) , A – análise ponderada, B – análise não ponderada. 
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6.3.6. Análise de IgA total nas fezes 

 Os resultados em relação a dosagem de IgA total nas amostras de fezes dos recém-

nascidos prematuros podem ser observados na Figura 21 e na Tabela 25. É possível observar 

que houve aumento significativo no nível de IgA com o passar do tempo, independente do 

grupo (p<0,001). Na análise de interação entre grupo e tempo, foi possível observar que houve 

uma tendência de significância (p=0,059).  

 

Tabela 25. Nível de IgA encontrado nas amostral de fezes dos neonatos com o passar do tempo. 

Tempo  N 

Grupo 

<50% de 

aleitamento 

N 

Grupo entre 

50-75% de 

aleitamento 

N 
Grupo >75% 

de aleitamento 

Tempo Interação 

Wald a P Wald a  P 

IgA       21.002 <0,001* 10.648 0.059 

T0 5 1,45 ± 0,41 9 2,00 ± 0,45 12 1,84 ± 0,74     
T1 5 3,06 ± 1,77 8 3,32 ± 0,84 17 6,33 ± 1,03     
T2 4 2,48 ± 1,16 1 -- 12 6,49 ± 1,21     
T3 3 2,55 ± 1,20 7 5,76 ± 0,98 5 5,03 ± 1,30     

Valores apresentados como porcentagem média ± erro padrão. IgA (Imunoglobulina A), N (número de 

amostras por grupo em cada tempo), T0 (primeira amostra após o nascimento), T1 (7 dias após o 

nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento), -- (N amostral insuficiente 

para realização de cálculo estatístico); a Wald Chi-Square. 

Figura 21. Nível de IgA total nos grupos e nos tempos. 

Legenda: IgA (Imunoglobulina A), T0 (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias após o 

nascimento), T2 (14 dias após o nascimento), T3 (21 dias após o nascimento). 
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7. DISCUSSÃO 

O início da vida e os fatores envolvidos nesta etapa são de extrema relevância para o 

desenvolvimento de recém-nascidos, sejam prematuros ou a termo. Hoje em dia sabe-se que o 

ganho de peso, a alimentação e também o tipo de parto da gestante influenciam diretamente na 

saúde do recém-nascido. Neste sentido, a amamentação participa no desenvolvimento do 

sistema imune e também na colonização do trato gastrointestinal dos recém-nascidos, através 

das bactérias presentes no leite materno e oligossacarídeos. Neste contexto, a importância do 

leite materno para a saúde de recém-nascidos já foi bem documentada. Entretanto, neonatos 

prematuros muitas vezes não conseguem ser amamentados, pois precisam ficar internados em 

unidades de terapia intensiva e a alimentação oral é limitada.  

O leite materno é considerado um dos alimentos mais completos, sendo a primeira 

escolha para a nutrição de recém-nascidos, exceto em raras situações. Apresenta em sua 

composição proteína, células imunes, incluindo IgA, lactoferrina, leucócitos e fatores de 

crescimento. Além disso, contém comunidades microbianas complexas que se acredita 

colonizar o trato gastrointestinal de bebês e, assim, moldar a saúde a curto e a longo prazo  

(DZIDIC et al., 2020; FITZSTEVENS et al., 2017; LACKEY et al., 2019; TOGO et al., 2019). 

No entanto, a compreensão da microbiota do leite materno é geralmente derivada de mães 

saudáveis de bebês nascidos a termo, o que não pode ser transferido para estudos com mães de 

prematuros, visto que essas mulheres frequentemente apresentam dificuldade em produzir leite 

materno, seja por complicações associadas ao parto prematuro, estresse psicossocial, retardo da 

lactogênese e até mesmo a separação materno-infantil por longos períodos (LAU, 2018). Sendo 

assim, é relevante estudos que avaliem a composição do leite materno de mães de recém-

nascidos prematuros. 

Em nosso estudo, os principais gêneros encontrados nas amostras de leite materno foram 

Staphylococcus, Corynebacterium 1 e Streptococcus. Staphylococcus, o gênero mais abundante 
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nesta amostragem, aumentou no decorrer do tempo e o mesmo pode ser observado com o 

gênero Streptococcus. Por outro lado, o gênero Corynebacterium 1 diminuiu ao longo do 

tempo. Além disso, observamos que os gêneros Lactobacillus e Rothia, presentes no colostro 

dos três primeiros dias (T0), diminuem significativamente após esse período e voltam a 

aumentar entre 7 e 10 dias após o parto. No entanto, trata-se de gêneros com abundância inferior 

a 1% neste estudo, o que pode estar associado a grande individualidade e variabilidade na 

composição do leite materno nos primeiros dias de vida.  

 Diversos estudos identificaram Staphylococcus e Streptococcus como os gêneros mais 

abundantes na microbiota do leite humano (HUNT et al., 2011; JIMÉNEZ et al., 2015; 

MOOSSAVI et al., 2019; PADILHA et al., 2019), apesar de serem feitos com mães de recém-

nascidos a termo e utilizarem metodologias diferentes. Adicionalmente, o gênero 

Corynebacterium também foi reportado em outros estudos (CABRERA-RUBIO et al., 2012; 

JOST et al., 2014; MURPHY et al., 2017). Em 2020, Asbury e colaboradores realizaram um 

estudo para caracterizar a microbiota do leite materno de 86 mães de bebês prematuros nas 

primeiras 8 semanas pós-parto, observando como características maternas, incluindo o IMC 

pré-gestacional e o tipo de parto, estão associadas à mudança temporal da microbiota do leite 

materno. Como resultado, observaram que Staphylococcus foi o gênero mais predominante 

identificado nas amostras ao longo das semanas (ASBURY et al., 2020). Outros estudos com 

leite materno de mães de prematuros mostraram alta abundância de Staphylococcus, 

particularmente no primeiro mês após o parto (BIAGI et al., 2018; CACHO et al., 2017; 

URBANIAK et al., 2016). Da mesma forma, o aumento da abundância de Streptococcus foi 

relatado no leite prematuro após o início da amamentação direta (BIAGI et al., 2018).  

Estudo publicado por Ruiz e colaboradores em 2019 avaliou a composição do pré-

colostro, coletado de gestantes a termo antes do nascimento, e observaram que Staphylococcus 

e Streptococcus foram os gêneros mais abundantes nessas amostras (RUIZ et al., 2019). Essas 
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bactérias normalmente estão presentes na pele e na microbiota oral, e a hipótese mais aceita 

para a presença destas bactérias no leite materno seria de um fluxo retrógrado das bactérias 

presentes na pele da puérpera e/ou da cavidade oral do recém-nascido, contribuindo para o 

estabelecimento da microbiota do leite materno (JEURINK et al., 2013); porém, os achados 

presentes neste recente estudo (RUIZ et al., 2019) contestam tal hipótese, pois as amostras 

foram coletadas antes do parto, ou seja, sem contato prévio com a microbiota oral do recém-

nascido, sendo também realizada assepsia da auréola e mamilo com solução de clorexidina. 

Em nosso estudo, as mães participantes não tiveram contato com a microbiota oral dos recém- 

nascidos durante o período de coleta e não foi realizada assepsia do mamilo e auréola por não 

fazer parte da rotina adotada na maternidade. De fato, os perfis microbianos nessas amostras 

coletadas sem assepsia prévia do mamilo e auréola refletem as práticas clínicas do mundo real 

e capturam com mais precisão a composição bacteriana do leite que um bebê prematuro 

consumiria (ASBURY et al., 2020). 

Visto a importância do leite materno para a nutrição de recém-nascidos prematuros, 

práticas como a colostroterapia, neste sentido, auxiliam no desenvolvimento da imunidade e 

na colonização oral desta população. Estudos recentes demonstraram que a colostroterapia é 

uma prática segura (SNYDER et al., 2017) que diminui o tempo de internação (ROMANO-

KEELER et al., 2017) e o risco para o desenvolvimento de enterocolite necrosante 

(GAROFALO; CAPLAN, 2019). 

Nas amostras de saliva coletadas dos recém-nascidos prematuros, observamos que no 

primeiro dia de vida os grupos apresentaram maior diversidade dos gêneros bacterianos, sem 

grande predomínio de nenhum gênero específico, como pode ser observado nos resultados dos 

índices de alfa diversidade. Após a colostroterapia (T1 – 7º dia) observamos que houve aumento 

de Staphylococcus em ambos os grupos em relação ao T0. Este resultado corrobora o conceito 

da transferência das bactérias do leite materno para o recém-nascido, visto que o gênero mais 
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abundante observado nas amostras de leite materno foi Staphylococcus. Dentro desse contexto, 

a microbiota oral tem papel importante para contribuir com a colonização da microbiota 

intestinal, sendo passagem obrigatória para que o leite materno atinja o trato gastrointestinal 

(BIAGI et al., 2018). A microbiota oral de recém-nascidos saudáveis e a termo geralmente é 

dominada por Streptococcus e Staphyloccocus e pode apresentar em menores proporções 

gêneros como Gemella, Actinomyces e Veillonella (SAMPAIO-MAIA; MONTEIRO-

SILVA, 2014). A cavidade oral está constantemente exposta ao meio ambiente, sofrendo 

variações a todo o momento, juntamente com a constante produção de saliva que cria um fluxo 

contínuo. Dessa forma, a formação de biofilme na superfície oral facilita a colonização e 

formação da microbiota oral (KOLENBRANDER et al., 2010).  

Além de Staphylococcus, um dos gêneros mais abundantes observados nas amostras 

desta população de recém-nascidos foi Streptococcus, desde o primeiro dia de vida, mas 

principalmente ao 21º de vida, onde ocupa metade da abundância relativa observada em ambos 

os grupos, se tornando o gênero mais prevalente nesse ambiente. Os Streptococcus presentes 

na mucosa oral são conhecidos como um dos principais grupos de colonizadores iniciais e sua 

adesão à cavidade oral promove o estabelecimento de colonizadores posteriores, por sua 

produção de polissacarídeos e adesinas (KOLENBRANDER et al., 2010). Evidências mostram 

que existe semelhança na composição da microbiota oral e da microbiota intestinal de recém-

nascidos, o que sugere que as bactérias que não conseguem aderir à superfície oral e são 

deglutidas participam da colonização intestinal (COSTELLO et al., 2013; DING; SCHLOSS, 

2014).  

Especificamente para prematuros, poucos foram os estudos que avaliaram o 

desenvolvimento da microbiota oral desta população, a maioria através de métodos de cultura. 

Estudo realizado por Hendricks-Muñoz e colaboradores (2015) com recém- nascidos 

prematuros, observou que a microbiota oral após 1 mês de vida era dominada pelo gênero 
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Streptococcus, associando a presença de outros gêneros bacterianos com o contato pele-a-pele 

após o nascimento (HENDRICKS-MUÑOZ et al., 2015); no entanto, o estudo não observou o 

efeito da amamentação ou da colostroterapia.  

Estudo realizado por Sohn et al. (2015) avaliou o efeito da administração oral da 

colostroterapia na microbiota oral de recém-nascidos de muito baixo peso. Como resultado, 

observaram diferença na microbiota oral do nascimento até o 4º dia de vida, com prevalência 

da família Moraxellaceae ao nascimento e da família Planococcaceae após a colostroterapia. 

No grupo que não realizou colostroterapia, observaram maior abundância da família 

Staphylococcaceae no 4º dia de vida (SOHN et al., 2016). No entanto, este estudo não avaliou 

a composição da microbiota do colostro administrado e apenas considerou os resultados a nível 

filogenético de família. Resultados contrastantes foram observados no nosso estudo, onde o 

gênero mais abundante em ambos os grupos foi Staphylococcus, que pertence à família 

Staphylococcaceae. As diferenças encontradas podem ser pela metodologia utilizada ou devido 

a alguma característica específica da população. No estudo de Ruiz e colaboradores foi 

observada, além da composição do pré-colostro, a microbiota oral dos recém-nascidos 5 a 7 

dias após o nascimento. Como resultado, observaram Staphylococcus e Streptococcus como os 

gêneros mais abundantes na microbiota oral dos recém-nascidos (RUIZ et al., 2019), o que vai 

de encontro com os achados do presente trabalho. 

Ao 7º dia de vida, no grupo que fez uso de colostroterapia foi encontrado aumento nos 

gêneros Bifidobacterium e Bacteroides, ambos conhecidos como colonizadores iniciais da 

microbiota intestinal. Espécies de Bifidobacterium são responsáveis pela metabolização de 

oligossacarídeos (WARD et al., 2006), componentes importantes para uma colonização 

saudável no ambiente intestinal, e Bacteroides são responsáveis pela quebra de moléculas 

complexas dentro do intestino, ajudando o sistema imune contra possíveis patógenos 

(GREGORY et al., 2015). Em nossa amostra, foi possível observar que tais gêneros 
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colonizaram de maneira transitória o ambiente oral. Este achado pode se dar ao fato de que, em 

nossa população, os neonatos do grupo colostroterapia receberam grande quantidade de 

estímulo oral na primeira semana de vida, enquanto o grupo controle apresentou baixa 

proporção de estímulo oral durante todo o período de internação.  

No período após a colostroterapia, observamos aumento de Neisseria e Haemophilus no 

grupo que realizou colostroterapia. No grupo controle, identificamos aumento significativo de 

Gemella no T3 (21º dia de vida). Neisseria, Haemophilus e Gemella são gêneros bacterianos 

comumente identificados na microbiota oral, seja em recém-nascidos ou em populações adultas. 

No entanto, tais gêneros não foram reportados no trabalho realizado por Young et al. (2020) 

com 7 recém-nascidos prematuros extremos (idade gestacional média de 23,6 semanas), o qual 

identificou maior abundância de Staphylococcus e Escherichia-Shigella na 3-4 semana de vida 

(YOUNG et al., 2020). 

Romano-Keeler e colaboradores, em 2017, realizaram estudo com recém-nascidos 

prematuros (<32 semanas completas de gestação) para observar o efeito de um ‘priming’ de 

colostro oral, protocolo que consistiu na administração de 100µL de colostro da própria mãe 

em cada bochecha a cada 6 horas por 5 dias, iniciando nas primeiras 48 horas de vida 

(ROMANO-KEELER et al., 2017).  Em seus resultados, observaram que não houve diferença 

entre os grupos no índice de Shannon, mas que a diversidade diminuiu ao longo do tempo, entre 

o 1º e o 30º dia de vida. Adicionalmente, não observaram diferenças na beta diversidade em 

relação ao tratamento, mas identificaram que o perfil da comunidade muda ao longo do tempo 

(ROMANO-KEELER et al., 2017). Resultados semelhantes foram observados em nosso 

estudo, no qual os índices de alfa diversidade diminuíram entre o 1º e o 7º dia de vida, o que se 

estendeu até o 21º dia de vida. Além disso, não observamos diferenças entre os grupos na análise 

da beta diversidade, mas foi possível constatar o efeito do tempo no perfil filogenético das 

amostras orais.  
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Como mencionado, o leite materno apresenta grande importância para a colonização 

saudável não só da cavidade oral, mas principalmente do intestino, visto que promove um 

estado de ativação imune importante para o equilíbrio e interação dos microrganismos com o 

epitélio intestinal (GROER et al., 2015). No caso de recém-nascidos prematuros, além da 

ativação imune, também contribui para a integridade da barreira intestinal, que ainda é imatura 

(STOCKINGER; HORNEF; CHASSIN, 2011). Estes bebês costumam apresentar uma 

microbiota intestinal caracterizada por baixa diversidade microbiana e alta abundância de 

bactérias potencialmente patogênicas (UNGER et al., 2015); embora isso seja parcialmente 

consequência do trato gastrointestinal e sistema imune imaturo do bebê, práticas como o uso 

frequente de antibióticos e o isolamento em incubadoras podem agravar ainda mais a microbiota 

intestinal (HARTZ; BRADSHAW; BRANDON, 2015; UNGER et al., 2015) e assim interferir 

no desenvolvimento saudável dos neonatos prematuros. Neste contexto, bebês prematuros 

tendem a apresentar composição bem diferente da observada em bebês a termo, considerando 

o tempo internados em UTINN e às intervenções médicas. Dessa forma, redução da diversidade 

da microbiota intestinal e aumento em patógenos potenciais, como Enterobacteriaceae e 

Proteobacteria são comumente observados em recém-nascidos prematuros (STEWART et al., 

2017). De fato, neste estudo observamos nas amostras dos primeiros dias de vida alta 

abundância da família Enterobacteriaceae em todos os grupos, além da presença de gêneros 

como Staphylococcus, Veillonella, Clostridium sensu stricto 1 e Bacteroides, com abundância 

variada em cada um dos grupos. 

Aproximadamente após uma semana de vida, identificamos mudança na dinâmica da 

microbiota intestinal, onde os principais gêneros em relação ao T0 são mantidos, mas ocorrem 

variações nas proporções em cada um dos grupos. Por exemplo, as maiores mudanças foram 

observadas no grupo que recebeu menos de 50% de leite materno na primeira semana de vida 

(<50%), onde é possível observar aumento de Bacteroides, Corynebacterium 1, Burkholderia-
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Caballeronia-Paraburkholderia e Haemophilus, enquanto os demais grupos apresentaram 

aumento de Clostridium sensu stricto 1 e mantiveram altas proporções de Enterobacteriaceae. 

Além disso, O grupo que recebeu mais de 75% de alimentação com leite materno na primeira 

semana de vida apresentou aumento de Acinetobacter neste mesmo período. O gênero 

Clostridium sensu stricto 1 inclui mais de 20 espécies, sendo que algumas delas apresentam 

potencial patogênico e outras possuem características comensais (WIEGEL; TANNER; 

RAINEY, 2006). Estudos já observaram que bebês que realizaram dieta mista à base de leite 

materno ou leite pasteurizado, apresentaram bactérias da família Clostridiaceae (CONG et al., 

2017; DAHL et al., 2018). 

Dentro desse contexto, estratégias têm sido desenvolvidas para melhorar a tolerância 

alimentar e a saúde intestinal de recém-nascidos prematuros e, consequentemente, alterar a 

composição microbiana do trato gastrointestinal. As intervenções incluem o uso de probióticos, 

prebióticos e o uso de leite materno fresco ao invés das opções de congeladas de leite matermo 

ou leite de doadora (ALFALEH; ANABREES, 2014; ATHALYE-JAPE et al., 2014; MODI et 

al., 2010; QUIGLEY; MCGUIRE, 2014; WESTERBEEK et al., 2010). 

O leite de doadora pasteurizado é a alimentação preconizada para recém-nascidos 

prematuros na ausência do leite da própria mãe, ou quando as quantidades são insuficientes  

(WHO, 2011). Acredita-se que o uso de leite pasteurizado de doadoras provavelmente apresenta 

um impacto diferente na microbiota intestinal do bebê quando comparado ao leite cru da própria 

mãe (GRANGER et al., 2021). As técnicas de pasteurização por calor, incluindo a técnica 

holder, frequentemente diminuem as concentrações de IgA secretora (sIgA), lactoferrina, 

lisozima, fatores de crescimento, vitaminas solúveis em água e lipases. No entanto, os 

oligossacarídeos, lactose, fator de crescimento e vitaminas solúveis tendem a não a ser 

reduzidos e o impacto sobre as citocinas é variável (ARSLANOGLU et al., 2013). Neste 

contexto, um estudo realizado em 2018 por Castro e colaboradores observou que a 
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pasteurização não reduziu significativamente a quantidade de macronutrientes e conteúdo 

energético no leite materno; porém, o método de administração impactou significativamente a 

entrega final de energia e gordura (CASTRO et al., 2019).  

Considerando os fatores benéficos da administração do leite materno, neste estudo 

escolhemos diferenciar os grupos de acordo com a porcentagem da administração de leite 

materno na primeira semana de vida, podendo ser da própria mãe (cru) ou de doadoras 

(pasteurizado). Nesta amostragem, todos os grupos provenientes deste desenho apresentaram 

dieta composta predominantemente por leite pasteurizado, mesmo o grupo que recebeu menos 

de 50% de dieta com leite materno e permaneceu mais tempo em jejum na primeira semana de 

vida.   

Em nossa população, observamos que os níveis de IgA total quantificado nas amostras 

de fezes apresentou relação com a quantidade de leite materno recebido na primeira semana de 

vida, visto que o grupo onde mais de 75% da dieta foi composta por leite materno apresentou 

quantidades de IgA total maiores em comparação aos demais grupos a partir do 7º dia de vida. 

Ao 22º dia de vida, o grupo que recebeu pelo menos 50% da dieta composta por leite materno 

apresentou média equivalente ao grupo >75%, mas em ambos os grupos os valores 

representavam mais do que o dobro da média observada no grupo <50%.  A IgA secretora 

(sIgA) é produzida por células plasmáticas na lâmina própria e translocada para o lúmen 

intestinal, onde se liga a bactérias patogênicas e promove a eliminação bacteriana. As bactérias 

comensais são transferidas para o tecido linfóide associado ao intestino, tanto ligadas como não 

ligadas a IgA e induzem a produção de sIgA (GRANGER et al., 2021). O leite materno da 

própria mãe é a fonte primária de sIgA no primeiro mês de vida, o que molda a relação 

hospedeiro-microbiota do bebê prematuro  (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020). 

Considerando o efeito em longo prazo da administração de leite na abundância relativa 

desta população, Ford e colaboradores (2019) realizam estudo com 125 recém-nascidos 
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prematuros de muito baixo peso para comparar o desenvolvimento, crescimento e tolerância 

alimentar de acordo com o tipo de dieta: majoritariamente composta por leite da própria mãe 

ou majoritariamente composta por leite de doadora. Após o curso de 6 semanas de estudo, 

observaram que a diversidade da microbiota intestinal foi maior no grupo com dieta composta 

por leite da própria mãe. Adicionalmente, identificaram que na 4ª e 6ª semana de vida os bebês 

alimentados com leite da própria mãe apresentavam abundância aumentada de gêneros como 

Bifidobacterium e Bacteroides, enquanto que os bebês alimentados com leite de doadora 

apresentavam abundância aumentada de Staphylococcus (FORD et al., 2019). Em nosso estudo, 

após o 22º dia de vida (T3), observamos que Staphylococcus se mostrou o gênero mais 

abundante somente no grupo que recebeu menos de 50% de dieta com leite materno na primeira 

semana de vida. Os demais grupos, os quais receberam maiores quantidades de leite materno 

na primeira semana, apresentaram ao 22º dia abundância aumentada da família 

Enterobacteriaceae e do gênero Clostridium sensu stricto 1.  

Outro estudo, realizado por Butcher et al. (2018) observou que recém-nascidos de muito 

baixo peso e amamentados exclusivamente com leite da própria mãe apresentavam uma 

microbiota intestinal personalizada, com baixa abundância de Bifidobacterium. Além disso, 

observaram que a riqueza (o número de espécies em uma comunidade) diminuiu ao longo do 

tempo, mas que a uniformidade (a medida de como estas espécies estão distribuídas) aumentou 

(BUTCHER et al., 2018). Neste trabalho, observamos diminuição em todos os índices ao longo 

do tempo, principalmente no índice de riqueza de Chao1 e na diversidade filogenética de Faith, 

os quais permaneceram reduzidos durante todo o período de coleta. Já em relação a beta 

diversidade, não encontramos diferenças entre os grupos, mas identificamos mudanças ao longo 

do tempo, principalmente na análise não ponderada. Dessa forma, é possível perceber como o 

perfil filogenético é variável ao longo do tempo, não sendo influenciado por gêneros mais 

abundantes. 
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Poucos foram os estudos que avaliaram a ingestão de proporções de leite pasteurizado 

no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros. Este modelo de 

estudo é relevante por evidenciar um cenário factível de maternidades com banco de leite 

humano e que estimulam o aleitamento materno. 

O presente estudo apresentou algumas limitações. O fato deste estudo ser observacional 

e composto por uma amostra de conveniência não permitiu a divisão de grupos de maneira mais 

clara nas amostras de fezes dos recém-nascidos; além disso, por esse motivo não conseguimos 

apresentar grupos que fizeram uso exclusivo de leite cru ou de leite pasteurizado. Da mesma 

forma, não foi possível apresentar um grupo que somente recebeu colostroterapia com leite cru, 

visto que é extremamente difícil controlar ou predizer a alimentação que será oferecida para 

recém-nascidos prematuros em uma UTINN. A perda de acompanhamento de algumas 

amostras, assim como o pequeno tamanho amostral, são outros fatores que precisam ser citados, 

visto que impactam o poder estatístico do estudo. Devido a pandemia de coronavírus, o 

sequenciamento do transcriptoma das amostras de fezes não pode ser realizado. 
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8. CONCLUSÃO 

Nosso trabalho demonstrou que o leite materno de mães de recém-nascidos prematuros 

apresenta composição que muda ao longo do tempo, com aumento de Staphylococcus e 

Streptococcus e diminuição de Corynebacterium 1, porém sem diferença estatística. 

Intervenções como a colostroterapia possuem efeito benéfico sobre a microbiota oral de recém-

nascidos prematuros e são importantes para a colonização inicial e transferência de bactérias, 

como Staphylococcus, Bifidobacterium e Bacteroides, que auxiliam na manutenção de um 

ambiente saudável para esta população. Além disso, existe diferença no perfil da microbiota 

intestinal de recém-nascidos prematuros quando diferentes proporções de leite materno são 

oferecidas durante a primeira semana de vida, onde foi possível identificar aumento de 

Clostridium sensu stricto 1 e Enterobacteriaceae nos grupos que receberam maiores proporções 

de leite materno. Foram identificados maiores níveis de IgA total nas amostras de fezes de 

neonatos que receberam maiores proporções de leite materno nos primeiros sete dias de vida. 

Adicionalmente, tanto a microbiota oral quanto a intestinal possuem comunidades microbianas 

que sofrem ação do tempo, além da dieta e protocolos administrados. 
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11. ANEXOS 

Anexo 1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. 
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Anexo 2. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Maternidade 

Leonor Mendes de Barros. 
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Anexo 3. Termo de Consentimento Livre Esclarecido. 

 

PROJETO: “Avaliação da microbiota de recém-nascidos submetidos à colostroterapia” 

1. Informações do Participante da Pesquisa 

Nome: 

Documento de Identidade (tipo): Nº.: Sexo: ( ) M ( ) F 

Local de Nascimento: Data de Nascimento: / / 

Endereço: Nº.: 

Complementos: Bairro: 

Cidade: Estado: 

CEP: Telefones: 

 

2. Informações do Responsável Legal 

Nome: 

Documento de Identidade (tipo): Nº.: Sexo: ( ) M ( ) F 

Local de Nascimento: Data de Nascimento: / / 

Endereço: Nº.: 

Complementos: Bairro: 

Cidade: Estado: 

CEP: Telefones: 

 

3. Título do Projeto de Pesquisa 

 

4. Duração da Pesquisa 

 

5. Nome do Pesquisador Responsável 

6. Instituição/Instituições 

 

A senhora está sendo convidada para fazer parte do projeto de pesquisa intitulado 

“Avaliação da microbiota de recém-nascidos submetidos à colostroterapia”, cuja principal 

investigadora é a Dra. Carla Taddei. A médica Andrea Penha Spínola Fernandes, coordenadora 

do centro de referência em banco de leite humano da grande São Paulo, será a responsável pela 

pesquisa no Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros, onde ocorrerão as coletas de 

amostras. 

Carla Taddei de Castro Neves 

Cargo/ Função: Pesquisadora Nº de registro do Conselho Regional: 

Avaliação da microbiota de recém-nascidos submetidos à colostroterapia 

03 anos 

Universidade de São Paulo – Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros 
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O objetivo deste estudo é avaliar a evolução da microbiota inicial de recém- nascidos 

prematuros que são submetidos à colostroterapia. Chamamos de microbiota a comunidade de 

microrganismos (bactérias, fungos e vírus) que vivem e fazem parte do nosso organismo. A 

colostroterapia consiste na administração ao neonato de pequenas quantidades (gotas) de leite 

materno após as primeiras 24 horas de vida, sendo que, quando não houver disponibilidade de 

leite da própria mãe, será dado ao neonato leite do banco de leite humano da unidade. Esta 

terapia já faz parte da rotina do hospital. Será realizada a coleta das amostras do recém-nascido 

prematuro e/ou da mãe do recém- nascido, semanalmente, durante o período da colostroterapia 

e até quatro semanas após. 

Após assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, você será convidada a 

responder um questionário sócio demográfico. Não há benefício direto ao participante. Trata-

se de um estudo exploratório testando a hipótese de que a aplicação da colostroterapia, em 

recém-nascidos prematuros, influenciará na colonização inicial da microbiota, além de diminuir 

incidências de sepses hospitalares e longos períodos de internação na unidade de terapia 

intensiva. Somente no final do estudo poderemos concluir se existe ou não alguma alteração 

que pode ser relacionada à colostroterapia. Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos 

profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. A médica 

Andrea Penha Spínola Fernandes será a responsável pelo acompanhamento do recrutamento de 

pacientes, apresentação e esclarecimentos a respeito do presente termo, coleta de amostras e 

armazenamento até que as amostras sejam levadas ao laboratório da Dra. Carla Taddei. É 

garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento, assim deixando de 

participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na instituição. A 

pesquisa terá duração de três anos, período que poderão ocorrer o recrutamento de pacientes. 

As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo 

divulgada a identificação de nenhum paciente. A qualquer momento, você poderá se atualizar 

sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que 

sejam do conhecimento dos pesquisadores. Não há despesas pessoais para o participante em 

qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira 

relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo 

orçamento da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou 

tratamentos propostos neste estudo, o participante terá direito a tratamento médico na 

instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. O pesquisador utilizará os 

dados e o material coletado somente para esta pesquisa. 

Este termo está sendo disponibilizado em duas vias originais; uma ficará com o 

participante da pesquisa e a outra com o pesquisador. Todas as folhas deverão ser rubricadas 

(assinadas) pelo pesquisador e pela participante no momento da aplicação do termo de 

consentimento. 

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informações que li ou que 

foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliação da microbiota de recém- nascidos 

submetidos à colostroterapia”. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados e riscos, as garantias de confidencialidade e de 

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas 

e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer 
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momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer 

benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço. 

Li ou leram por mim, e entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação 

na pesquisa e concordo em participar. 

Consentimento Pós-Esclarecido 

Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter 

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 

 

São Paulo, _________de __________________________de _________. 

 

Profª Drª Carla Taddei de Castro Neves - Laboratório Clínico de Biologia Molecular 

Endereço: Avenida Professor Lineu Prestes, 2565, Butantã, SP 

Hospital Universitário da USP 

CEP: 05508-000 – Telefone: 3091-9509 

 

Para qualquer questão, dúvida, esclarecimento ou reclamação sobre aspectos éticos 

relativos a este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo: Av. Prof. 

Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantã, São Paulo, CEP 05508-000, Telefones: (11) 3091-

3622 e (11) 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.  

Comitê de Ética em Pesquisa - Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros: 

Av. Celso Garcia, 2477, Belenzinho, São Paulo, CEP 03015-000 Telefone: (11) 2292-4188 

 

Assinatura do Participante de Pesquisa ou 

do Responsável Legal 

 

       Assinatura do Pesquisador Responsável 

mailto:cepfcf@usp.br
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Anexo 4. Ficha de coleta de dados 

 

FICHA DE DADOS CLÍNICOS E SÓCIO-DEMOGRÁFICOS 

Dados Maternos 
Peso (kg) Altura (cm) Pressão arterial (hg/mm) 

   

Nome:      _______________________________________  

Endereço:     _______________________________________ 

CEP: _________________________ Natural:  _____________________ 

Telefone: _________________________Celular: __________________ ___ 

Data de nascimento           /         /   (Idade:___________) 

Profissão: ( ) desempregada ( ) empregada - Qual emprego?  _  

Estado civil: ( ) casada ( ) união consensual ( ) solteira ( ) Outras:    

Cor/Raça (auto-declarada): ( ) branca ( ) negra ( ) parda ( ) indígena ( ) asiática 

 

Escolaridade: 

(   ) sem instrução                       ( ) fundamental incompleto   (   ) fundamental 

completo 

 ( ) médio incompleto               ( ) médio completo ( ) superior 

incompleto 
( ) superior completo                ( ) pós-graduação 

 

Antecedentes Pessoais: 

( ) Tabagismo- Frequência durante a gestação:_________________________________    

( ) Etilismo- Frequência durante a gestação:_______________________________     

( ) Drogas Ilícitas- Frequência durante a gestação:____________________________  

 

Antecedentes Clínicos: 

( ) Diabetes tipo I               ( ) Diabetes tipo II               ( ) Hipertensão 

( ) Doença cardíaca            ( ) Doença renal crônica      ( ) Doença hepática crônica      

( ) Anemia grave ou outra hemoglobinopatia   (  ) Convulsões / Epilepsia 

( ) Acidente Vascular Cerebral                         ( ) Doença psiquiátrica 

( ) Doença auto-imune (exemplo: Lúpus, artrite reumatóide, febre reumática)  

( ) Outros:    
Faz uso de medicação? ( ) Não ( ) Sim - Se sim, quais? __________________________ 

Internações clínicas: ( ) Não ( ) Sim - Motivo:  ____________________________  

Transfusão sanguínea: ( ) Não ( ) Sim- Motivo:  _______________________________  

Antecedentes Obstétricos: 

( ) Gestações anteriores– Quantas?     

( ) Abortos anteriores – Quantos?_____________________ 
Consultas no pré-natal (última gestação)? ( ) Não ( ) Sim – Quantas?___________________ 

 

Tempo de bolsa rota –  horas – Uso de antibiótico? _______________________ 

( ) Diabetes gestacional (  ) Streptococcus agalactiae (grupo B) 
( ) Uso de corticóides ( ) Uso de Sulfato de Magnésio 

( ) Infecções agudas ou crônicas (especificar)  

( ) HAS ( )Hipertensão na gestação – Medicamento ______________________________________ 
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Sorologias e data:     Chagas - ( ) NR ( ) R 

                                   HIV (teste rápido) - ( ) NR ( ) R 

                                   Vírus linfotrópico (HTLV) - ( ) NR ( ) R 

                                   Toxoplasmose: IgM - ( ) NR ( ) R                   IgG - ( ) NR ( ) R  

                                  Citomegalovírus: IgM - ( ) NR ( ) R                  IgG - ( ) NR ( ) R

  

                                  VDRL (Sífilis) - ( ) NR ( ) R – Tratamento   

Resultado Perinatal: 

Nome do RN:    ___________Nº Prontuário:   _________________ 

Data do parto:__ / /   

Idade gestacional:  semanas – USG 1º tri, DUM ou NEB?   ______   

Tipo:   ( ) Normal ( ) Fórcipe ( ) Cesariana Indicação:  _______     

Motivo do parto prematuro:     _______________________________   

Tipo de gestação: ( ) Única ( ) Gemelar Sexo do RN: ( )M ( )F ( )I  

Peso ao nascer:   g ( ) AIG ( ) GIG ( ) PIG - Intergrowth 

PC: PT: Estatura: APGAR 1º/5ºminuto:_ /  

( ) Malformação congênita – Qual?    ____________________________________ 

( ) Uso de surfactante 

Reanimação neonatal: ( )VPP – Balão Auto inflável, Máscara ou IOT?   ____________  

(   ) VPM ( ) CPAP ( ) Oxigenoterapia 

( ) Uso de drogas vasoativas – Quais?  ____________________________________ 

 

Data Prescrição do dia 
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ACOMPANHAMENTO DO RECÉM-NASCIDO AO LONGO DA INTERNAÇÃO 

Nome do RN: ________________________ Nº Prontuário:__________   

Diagnósticos: ___________________________________________    

( ) Hemocultura – Resultado e data? _______________________________   

Cateter umbilical: ( ) central ou ( ) periférico – Período:   ________________________ 

Cateter percutâneo: ( ) central ou ( ) periférico – Período:_______________    

( ) Cateter de diálise ( ) Sondagem vesical de demora 

(  ) Dreno de tórax ( ) Diálise peritoneal 

( ) IRAS  IPCS - ( ) Clínica ou                ( ) Laboratorial  

Sonda: ( ) Orogástrica ( ) Nasogástrica 

Exames Controles: 

Cálcio: Data:________ /  /    

Potássio: ____________ Data:  /  /    

Fosfatase Alcalina: __________________Data:                /               /_________ 

( ) Hemorragia Intracraniana – Grau:________________________________    

( ) Fundo de olho - Resultado   _____________________________ 

( ) Ecocardiograma- Resultado   _____________________________ 

Hemoderivados: 

(  ) Concentrado de hemácias – Data:  / /  

(   ) Plasma – Data:___ / /   

(   ) Plaquetas – Data:__ / /   

(   ) Crioprecipitado – Data:__ / /   

Colostroterapia: 

Data do inicio e fim da colostroterapia: / / à / /   

Tipo de colostroterapia: ( ) LMO ( ) LMP ( ) LHP 

Motivo do encerramento:      ___________________   

Tempo de internação do RN na UTINN:_______ dias – Alta: / /   

 

Data Prescrição do dia 

  

 

  

 

  

 

  

 

  

 

  

 

 

Data da alta hospitalar: / / – Peso: g 
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12. DOCUMENTOS ADICONAIS 

12.1. Ficha do aluno 
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12.2. Currículo Lattes atualizado 
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