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O gênero Mycobacterium é constituído por espécies do Complexo M. tuberculosis (CMTB) e 

outras denominadas de micobactérias não tuberculosas (MNT). Os bacilos do CMTB causam 

a tuberculose (TB), uma doença infecciosa bacteriana, a qual comumente afeta os pulmões. Já 

as MNT causam outras micobacterioses. O diagnostico correto das doenças causadas pelas 

micobactérias é essencial para a definição do tratamento. O esquema de tratamento para a 

tuberculose no Brasil é preconizado pelo Programa Nacional de Controle da 

Tuberculose/Ministério da Saúde (PNCT/MS) e foi recentemente modificado. As principais 

mudanças propostas pelo Comitê Técnico Assessor do PNCT/MS foram: introduzir um quarto 

fármaco, o etambutol, na fase de ataque e adotar a associação dos fármacos em forma de 

comprimidos, com doses fixas combinadas (DFC) 4 em 1, para a fase de tratamento intensivo, 

e, 2 em 1, para fase de manutenção. Devido à grande incidência da tuberculose no Brasil e no 

mundo, à emergência de cepas resistentes e à implantação de novas terapias pelo Ministério 

da Saúde, este trabalho objetivou avaliar a suscetibilidade aos tuberculostáticos associados ou 

individualmente dos isolados clínicos de Mycobacterium tuberculosis do Hospital 

Universitário de Santa Maria. A suscetibilidade aos antimicrobianos isolados ou associados 

(rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) foi avaliada através do método de 

microdiluição em caldo (MMC) e comparados ao método das proporções (MP), método 

padrão ouro para suscetibilidade de micobactérias. O MMC mostrou-se ser um método 

rápido, de fácil realização e boa correlação com o MP. Foram encontrados vários isolados 

clínicos de M. tuberculosis resistentes a um, dois ou três fármacos quando testados frente aos 

quatro fármacos isoladamente. Porem, quando estes foram, testados contra os quatro fármacos 

da DFC associados nenhuma cepa foi considerada resistente. Este fato vem de encontro ao 

conceito da DFC a qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para combater a 

resistência dos bacilos.  

 

Palavras-chave: Dose fixa combinada, Suscetibilidade, Mycobacterium tuberculosis, 

micobactérias não-tuberculosas, método de microdiluição em caldo, método das proporções. 
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The Mycobacterium genus includes M. tuberculosis complex (CMTB) species  and others 

called nontuberculous mycobacteria (MNT). The CMTB bacilli cause tuberculosis (TB), a 

bacterial infectious disease, which commonly affects the lungs. Since the MNT cause other 

mycobacterial infections. The correct diagnosis of diseases caused by mycobacteria is 

essential for determining treatment. The tuberculosis treatment regimen in Brazil is 

recommended by the National Tuberculosis Control/Ministry of Health (PNCT/MS) and was 

recently modified. The main changes proposed by the Technical Advisory Committee of 

PNCT/MS were: to introduce a fourth drug, ethambutol, during the attack and take the 

combination of drugs in tablet form, with fixed-dose combinations (FDC) 4 in 1, for intensive 

treatment phase, and 2 in 1 for the maintenance phase. Due to the high incidence of 

tuberculosis in Brazil and worldwide, the emergence of resistant strains and the deployment 

of new therapies by the Ministry of Health, this study aimed to evaluate the susceptibility to 

antituberculosis or individually associated clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis 

from the University Hospital Mary. The antimicrobial susceptibility alone or associated 

(rifampicin, isoniazid, pyrazinamide and ethambutol) was evaluated using the microdilution 

method (MMC) and compared to the proportion method (MP), gold standard method for 

susceptibility to mycobacteria. The MMC has proven to be a rapid, easily performed and well 

correlated with the MP. We have found various clinical isolates of M. tuberculosis resistant to 

one, two or three drug when tested against four drugs alone. However, when they were tested 

against four drugs associated with the FDC no strain was considered resistant. This fact is 

against the concept of FDC which aims to unite the four anti-TB drugs to combat the 

resistance of the bacilli. 

 

 

 

Key words: Fixed dose combination, Susceptibility, Mycobacterium tuberculosis, 

nontuberculous micobactérias, microdiluation broth metod, proportion metod. 
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1 

APRESENTAÇÃO 

 

 
No item REVISÃO DA LITERATURA, está descrita uma sucinta revisão 

bibliográfica sobre os temas trabalhados nesta dissertação. 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigos, os quais se encontram no item MANUSCRITOS. As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos 

próprios artigos e representam a íntegra deste estudo. 

Os itens, DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, encontrados no final desta dissertação, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre os artigos científicos contidos neste 

trabalho. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta dissertação.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa bacteriana causada pelo Mycobacterium 

tuberculosis, a qual muito comumente afeta os pulmões. O bacilo é transmitido de pessoa a 

pessoa via aerossóis provenientes da garganta e dos pulmões dos pacientes com a doença 

respiratória ativa. Em indivíduos saudáveis, a infecção por M. tuberculosis freqüentemente 

não causa sintomas, uma vez que o sistema imune age isolando o microrganismo. Os sintomas 

da TB ativa nos pulmões são tosse, expectoração, às vezes com sangue, dores no peito, 

fraqueza, perda de peso, febre e sudorese noturna (TUBERCULOSIS, 2011). 

A incidência de TB vem decrescendo desde 2006 no Brasil e no mundo. Caso essa 

tendência se sustente, a meta da Organização Mundial de Saúde (OMS) para 2015 de reduzir 

a prevalência e mortalidade em 50%, em comparação com os níveis de 1990 será alcançada. 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A tuberculose continua a merecer especial 

atenção dos profissionais de saúde e da sociedade como um todo. Ainda obedece a todos os 

critérios de priorização de um agravo em saúde pública, ou seja, grande magnitude, 

transcendência e vulnerabilidade (BRASIL, 2010). A OMS continua recomendando que os 

países não poupem esforços para combater a tuberculose. É necessário aperfeiçoar o 

diagnóstico e melhorar a aderência dos pacientes ao tratamento (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2011). 

Atualmente há um acréscimo na incidência de cepas de M. tuberculosis resistentes a 

múltiplos fármacos; esta resistência é causada, entre outros fatores, pela não aderência de 

pacientes ao tratamento da tuberculose, já que este é longo e com muitos efeitos colaterais 

(MSHANA et al., 1998). Além disso, o advento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(SIDA) vem contribuindo para o aumento do número de casos e da gravidade da doença 

causada pelo bacilo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). 

O impacto clínico da resistência é imenso, sendo caracterizado pelo aumento nos 

custos do tratamento, bem como maior morbidade e mortalidade. Nos dias atuais o abuso dos 

antimicrobianos convencionais para o tratamento de infecções microbianas tem aumentado os 

índices de resistência (JUNEYOUNG et al., 2009). 

A TB geralmente pode ser tratada com um curso padrão de quatro fármacos, também 

chamado de primeira linha de medicamentos anti-TB. Porém algumas cepas podem 

desenvolver resistência a estes fármacos e os pacientes portadores destes microrganismos irão 

desenvolver tuberculose resistente a múltiplos fármacos (MDR-TB). Uma MDR-TB requer 
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muito tempo para ser tratada, com medicamentos de segunda linha, que são mais caros e 

apresentam mais efeitos colaterais. A XDR-TB, abreviação para tuberculose extremamente 

resistente aos medicamentos, pode desenvolver-se quando os medicamentos de segunda linha 

também são mal utilizados ou mal administrados e, portanto, tornam-se ineficazes. Como 

XDR-TB são resistentes a fármacos de primeira e de segunda linha, as opções de tratamento 

ficam muito limitadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). 

O sistema de tratamento para TB recomendado pelo Programa Nacional de Controle 

da Tuberculose/Ministério da Saúde (PNCT/MS) desde 1979, com a introdução da 

rifampicina e unificações de ações, foi modificado. As principais mudanças propostas pelo 

Comitê Técnico Assessor do PNCT/MS são: introduzir um quarto fármaco, o etambutol, na 

fase de ataque e adotar a associação dos fármacos em forma de comprimidos, com doses fixas 

combinadas 4 em 1 (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol), para a fase de 

tratamento intensivo, e 2 em 1 (rifampicina e isoniazida), para fase de manutenção. (GRUPO 

DE TRABALHO DAS DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009) 

Devido à grande incidência da tuberculose no Brasil e no mundo, a emergência de 

cepas resistentes e a implantação de novas terapias pelo Ministério da Saúde, o 

monitoramento e a avaliação do perfil de suscetibilidade a férmacos antituberculostáticas em 

isolados clínicos são medidas necessárias para o controle da tuberculose. Além disso, o 

melhor entendimento do comportamento bacteriano em relação às terapias medicamentosas 

atualmente aplicadas em pacientes portadores de TB ativa pode auxiliar na efetividade 

terapêutica e sucesso do tratamento. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

A denominação do gênero Mycobacterium originou-se do latim “fungus bacterium”, 

pelo fato do M. tuberculosis apresentar algumas características semelhantes aos fungos 

quando cultivado em meio líquido. Estes bacilos tinham características morfológicas de 

bacilos e tintoriais de álcool-ácido resistência (COLLINS et al., 1997). Posteriormente, foram 

visualizados e isolados, tanto do homem como do meio ambiente, vários outros bacilos com 

as mesmas características tintoriais do M. tuberculosis, entretanto, com diversificações no 

tempo de crescimento in vitro, produção de pigmentos e patogenicidade para aos seres 

humanos. A partir da década de 90, um número crescente de novas espécies tem sido descritas 

e até o momento 125 espécies e 11 subespécies são reconhecidas oficialmente (EUZÉBY, 

2007).  

Com exceção do M. leprae que não cresce in vitro, essas espécies são divididas em 

dois grupos, as espécies pertencentes ao Complexo M. tuberculosis (CMTB) e as 

Micobactérias Não causadoras de Tubeculose (MNT) (GRIFFITH et al., 2007). O CMTB é 

composto por M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. microti; M. caprae e M. pinnipedii 

sendo os quatro últimos encontrados em baixa frequência em nosso país (BRASIL, 2005; 

BRASIL,2008). Além do CMTB, tem-se o Complexo M. avium (MAC) que agrupa as 

espécies M. avium, M. avium subespécie paratuberculosis, M. intracellulare e M. 

scrofulaceum e Complexo M. terrae as espécies M. terrae, M. nonchromogenicum e M. 

triviale (BRASIL,2008). Recentemente, algumas espécies de crescimento rápido foram 

reunidas em três grupos: grupo M. fortuitum composto pelas espécies M. fortuitum, M. 

peregriunum, M. mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M. 

houstonense M. bonickei; grupo M. chelonae pelas espécies M. chelonae, M. abcessus, M. 

immunogenum e grupo M. smegmatis, pelas espécies M. smegmatis, M. woliskyi, M. godii 

(BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002). 

 

1  Micobacterioses 

 

As MNT têm sido documentadas desde os anos 1950 como organismos capazes de 

causar doença em humanos recebendo maior reconhecimento clínico com a queda na 

incidência de tuberculose (MOORE et al., 2010). Quando responsáveis por processos 

patológicos em humanos, as MNT podem acometer qualquer tecido dos sistemas ou 



 

 

5 

disseminar-se por todo o organismo, principalmente em pacientes imunocomprometidos. A 

doença que ocasionam é denominada de micobacteriose, independentemente da espécie 

responsável pela patologia. (BRASIL, 2008). 

Infecções causadas pelas MNT geralmente não são notificadas aos departamentos de 

saúde pública, assim, dados sobre a incidência e distribuição destes são escassos 

(SATYANARAYANA et al., 2011). No entanto, alguns autores sugerem que infecções 

causadas por MNT estejam aumentando em algumas áreas (BILLINGER  et al., 2009; LAI et 

al., 2010; FERREIRA et al., 2012; SENNA et al.,2012), fazendo com que a demografia e a 

distribuição destas MNT sejam estudadas. Estima-se que a prevalência média anual das 

doenças por MNT consistam em 5,5 casos por 100 mil habitantes, com um aumento anual da 

prevalência de 2,6% (GRIFFITH & TIMOTHY, 2012). O aumento do número de indivíduos 

imunocomprometidos, devido ao câncer, transplante, e ao HIV, ou outras condições, têm sido 

relacionado com o aumento desta prevalência (SONG et al., 2009). 

Os protocolos para tratamento da tuberculose e para tratamento das infecções causadas 

pelas MNT diferem; assim o diagnóstio diferencial da tuberculose e MNT são essenciais para 

estabelecer o tratamento (SONG et al., 2009;BRASIL, 2005).  

 

2  Tuberculose 

 

Definida como moléstia infecto-contagiosa dos pulmões, a tuberculose é uma doença 

infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis. A doença tem algumas características 

marcantes, como um longo período de latência entre a infecção inicial e a apresentação 

clínica, preferência pelo acometimento pulmonar (embora outros órgãos possam ser 

envolvidos), e resposta granulomatosa associada à intensa inflamação e lesão tissular 

(KUMAR, 1994). 

A OMS estima que, em 2010, houve uma incidência de 8,8 milhões de novos casos de 

tuberculose e/ou recaídas da doença no mundo. Neste período em torno de 1,4 milhões de 

pessoas morreram de tuberculose, incluindo 0,35 milhões de pacientes HIV positivos 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).  

A incidência de TB vem decrescendo desde 2006. O número de casos novos 

notificados a cada 100 mil habitantes tem diminuído 1,3% a cada ano, desde 2002. O Brasil 

tem acompanhado índices semelhantes. Caso essa tendência se sustente, a meta da OMS para 

2015 de reduzir a prevalência e mortalidade em 50%, em comparação com os níveis de 1990 

será alcançada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Embora a prevalência da 
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tuberculose esteja diminuindo, ainda há muito que melhorar principalmente no que se refere 

aos casos de resistência. 

O quarto relatório global sobre a resistência a fármacos anti-TB fornece os dados mais 

recentes sobre a extensão do problema no mundo. A prevalência média de MDR-TB em 

novos casos de tuberculose foi de 1,6%, e em casos de tuberculose tratados previamente 

11,7% (CHIANG et al., 2010). No Brasil a incidência da tuberculose foi de 43,0 (36,0-51.0) 

indivíduos por 100.000 habitantes por ano em 2010; destes 2,6 (1,6-4,3) indivíduos por 

100.000 habitantes morreram da doença. A prevalência média MDR-TB em novos casos de 

tuberculose foi de 0,9%, enquanto que em casos de tuberculose tratados previamente essa 

prevalencia passa para 5,4%  (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011) 

 

2.1  Tuberculose pulmonar 

 

Após o contágio, o microrganismo poderá ser destruído através de mecanismos de 

imunidade inata através de uma rápida resposta inflamatória, porém, caso isso não ocorra, o 

bacilo é capaz de ocasionar uma progressão da inflamação e broncopneumonia inespecífica 

(TARANTINO, 2002). Então neste momento, o bacilo começa a se dividir e aumentar em 

número o foco de inoculação podendo atingir em 15 dias 100 mil microrganismos, passando a 

ser chamado de foco de Ghon apresentando uma forma arredondada e de consistência 

amolecida com 1 a 2 mm de tamanho (BRASIL, 2002).  

Nas lesões pulmonares iniciais 95% dos focos de Gohn evoluem para fibrose e/ou 

calcificação, no restante dos casos, seja pela carga infectante ou por deficiência da imunidade 

celular, há uma liquefação do caseo e o desenvolvimento da doença a qual é conceituada 

como tuberculose primaria (BRASIL, 2002). 

Se a lesão primária evoluir para a cura clínica e anos mais tarde for reativada, ou o 

organismo receber nova carga de bacilos, geralmente mais virulentos, a doença passa a ser 

chamada de tuberculose pós-primária ou do adulto. Como o individuo já apresenta, neste 

caso, memória imunológica ocorre uma reação inflamatória do tipo hipersensibilidade, 

caracterizada por cavitação e fibrose (KUMAR, 1994). 

  

2.2  Agente etiológico 

 

O bacilo da tuberculose foi descoberto por Robert Koch em 1882, sendo por isso 

designado bacilo de Koch. Três tipos de bacilos são patogênicos para o homem: o bacilo 
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humano, responsável praticamente por toda a tuberculose pulmonar, o bacilo bovino (M. 

bovis), o qual é pouco incidente desde a pasteurização compulsória do leite, e o M. africanum 

(FARIA et al., 2003). O bacilo humano é hoje denominado Mycobacterium tuberculosis o 

qual empresta o nome a um complexo que abriga outras bactérias como o M .bovis-BCG, 

usado na elaboração da Vacina BCG, e o M. microti, um patógeno animal (TARANTINO, 

2002).  

 

2.2.1  Características gerais 

 

O Mycobacterium tuberculosis é um bacilo imóvel, ligeiramente curvo, não 

esporulado, não encapsulado, porém sua parede celular possui um conteúdo lipídico que é 

responsável pela formação do granuloma característico causado pelo gênero Mycobacterium. 

Por ser um microrganismo aeróbio, tem preferência em multiplicar-se no pulmão, podendo 

ficar em estado de dormência por longos períodos causando reativações. Possui um tempo de 

geração, em meios apropriados, de 14 a 20 horas; por isso é considerado de crescimento lento. 

Além dessas características, uma peculiaridade importante é o agrupamento dos bacilos 

formando ramos alongados e tortuosos conhecidos como cordas. A observação do fator corda 

na baciloscopia é considerada indicação de M. tuberculosis
 
(BRASIL, 2002).  

 

2.2.2  Estrutura e composição química 

 

O M. tuberculosis possui uma parede bacteriana rígida, três camadas dispostas de fora 

para dentro: uma lipoprotéica, uma polisacarídica, e a mais interna a mucopeptídica: esta 

última é a mais rígida. Os componentes químicos mais importantes do conjunto destas 

membranas são o ácido murânico, o ácido micólico e alguns polissacarídeos contendo alanina, 

manose, galactose, ácido glutâmico, ácido diaminopimélico (TARANTINO, 2002). O estudo 

dos ácidos micólicos é importante sob vários aspectos, e sobre tudo, porque o micol é que 

determina a álcool-ácido resistência. Entre os micósides, há um glicolipídio sulfatado que 

favorece a sobrevida de bacilos nos macrófagos por impedir a fusão de fagossomas com 

lisossomas (VIADER- SALVADÓ et al., 2007).  

É sensível ao calor e a radiação ultravioleta sendo degradado se exposto ao sol. Porém, 

é resistente a agentes químicos como solução de hidróxido de sódio, fosfato trisódico ou 

cloreto de cetilpiridinium ao contrário de outros microrganismos. Este fato é muito importante 
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na descontaminação de espécimes antes da realização de cultivo para diagnóstico (BRASIL, 

2002). 

 

2.2.3  Genoma do Mycobacterium tuberculosis 

 

Em 1998 informou-se afinal que todo o genoma do M. tuberculosis tinha sido 

decifrado, trabalho que contou da associação de 21 centros de pesquisa, de Paris (Instituto 

Pasteur), Inglaterra (Hinston), Copenhague e Estados Unidos. Serviu de base para a 

decodificação do genoma a cepa H37Rv. Os primeiros resultados revelam que o M. 

tuberculosis contém 4.000 genes, dos quais 3.924 já estão decifrados 4.411.529 pares de base. 

Das proteínas, 40% têm suas funções definidas com precisão, 44% com algum conhecimento 

e 16% desconhecidas. Há muitos elementos repetitivos ricos em guanina e citosina. Trinta 

genes são reguladores da RNA polimerase, 140 genes são reguladores da transcriptase e os 

outros 250 fazem biossíntese de várias classes de lipídios e isso explica a complexidade da 

membrana envolvente da bactéria com acido micólico, glicopeptídeos e lipocarboidratos 

(COLE et al., 1998). 

 

2.3  Diagnóstico bacteriológico 

 

O diagnóstico da tuberculose deve ser realizado avaliando-se a história clínica do 

paciente juntamente com exames utilizados na investigação da tuberculose. Estes exames 

podem ser: bacteriológicos, bioquímicos, citológicos, radiológicos, histopatológicos e 

imunológicos. Dentre os atualmente utilizados na rotina, o exame bacteriológico, é o que 

permite a confirmação do diagnóstico (BRASIL, 2002). 

 

2.3.2  Baciloscopia de bacilos álcool-ácido resistentes 

 

Segundo o Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2005)
 
a baciloscopia é 

o exame básico para o diagnostico bacteriológico da tuberculose, especialmente na forma 

pulmonar. É utilizada pra acompanhar a eficácia do tratamento através da redução bacilar e 

negativação do escarro em exames mensais, enquanto o paciente tiver expectoração. 

O método de baciloscopia de escarro usando corantes que evidenciam bacilos álcool-

ácido resistentes (BAAR) não permite a identificação de espécies de micobactéria e não 

permita a diferenciação entre células viáveis e inviáveis. Porém, o procedimento oferece a 
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vantagem de fornecer, em horas, ao invés de dias ou semanas, informações úteis sobre bacilos 

álcool-ácido resistentes em alguns pacientes antes e durante a quimioterapia (HOBBY et al., 

1973). 

O número ideal de amostras de escarro para estabelecer o diagnóstico da tuberculose é 

de 3 esfregaços analisados (HOPEWELL et al., 2006). Segundo Hoby et al, a preparação de 

esfregaços por este método produziu um notável grau de reprodutibilidade quando vários 

esfregaços da mesma amostra foram examinados.  

O diagnóstico da TB em países de renda média e baixa, onde mais de 90% dos casos 

de tuberculose ocorrem, é realizado principalmente por este método (PAI et al., 2006). O 

International Standards for Tuberculosis Care considera a análise microscópica de duas ou 

três amostras por paciente o preconizado para o diagnóstico de TB (FAIR et al., 2007). 

Embora esta microscopia seja barata, fácil de executar e altamente específica nas áreas onde 

há uma alta prevalência de TB, é relativamente insensível, quando necessário um numero 

maior que 10
4
 bacilos por mL de escarro para alcançar um resultado positivo (HOBBY et al., 

1973). 

A sensibilidade da microscopia é influenciada por inúmeros fatores, como a 

prevalência e gravidade da doença, a qualidade da coleta da amostra, o tipo de amostra, o 

método de processamento (direta ou concentrada, a centrifugação, liquefação), coloração e, 

finalmente, a qualidade do exame (PETERSON et al., 1999).  Realizado por profissionais 

bem treinados, o teste detecta bacilos da tuberculose em 75% de todas as pessoas que têm 

tuberculose pulmonar ativa, mas a sensibilidade pode cair para 45-60%, dependendo do 

treinamento e da motivação do técnico de laboratório (ABER et al., 1980). 

 

2.3.2  Cultura 

 

Até o momento, o diagnóstico de certeza da tuberculose é realizado através de cultura 

do material da lesão com isolamento e identificação do bacilo
 
(BRASIL, 2002). Os espécimes 

clínicos utilizados para o isolamento de micobactérias podem ser contaminados, isto é podem 

apresentar microbiota associada, no escarro, lavados, aspirados, urina, material de cavidade 

aberta. Estes espécimes devem ser tratados com a finalidade de eliminar os microrganismos 

contaminantes, que por se desenvolveram muito mais rapidamente que as micobactérias, 

impedem a multiplicação destas. Esse tratamento é feito com agentes químicos aos quais as 

micobactérias são conhecidamente mais resistentes, e, além disso, possibilita a digestão da 

matéria orgânica do material (BRASIL, 2005). 
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O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de M. tuberculosis nos laboratórios 

de bacteriologia da tuberculose é o de Lowenstein-Jensen. É um meio complexo, rico e 

propicia o crescimento da maioria das micobactérias. O crescimento do M. tuberculosis em 

colônias rugosas amarelo-claras ocorre em torno de 28 dias de incubação a temperatura de 

37°C. Este método torna-se positivo se o material contiver entre 10 e 100 bacilos (BRASIL, 

2002).  

Em 1958, Runyon propôs uma divisão das micobactérias mais frequentemente 

isoladas no laboratório, baseada em características simples de serem observadas: o tempo de 

crescimento e a pigmentação das colônias. Originalmente constava de quatro grupos e não 

incluía as espécies típicas como M. tuberculosis e as não cultiváveis como o M. leprae. Estes 

quatro grupos são: grupo I (Fotocromogênicas), grupo II (Escotocromogênicas), grupo III 

(Não-cromogênicas) e grupo IV (Crescimento rápido).  Esta classificação ainda é de grande 

utilidade e, juntamente com as provas de crescimento na presença de agentes inibidores, 

permitem constituir grupamentos preliminares antes da escolha dos testes bioquímicos para a 

identificação em espécies,dentro de cada grupo (BRASIL, 2005).  

Há outros métodos de cultura disponíveis comercialmente que proporcionam um 

diagnostico mais rápido, como o sistema BACTEC 460 TB, MGIT, MB/Bact. O sistema 

BACTEC 460 TB ou BACTEC 960 é um método radiométrico que através de um aparelho 

semiautomatizado, detecta CO2 radioativo liberado pela utilização do ácido palmítico, 

presente no meio de cultura (BRASIL, 2002). 

 

2.3.3  Métodos Moleculares com Amplificação PCR 

 

A reação de PCR – Reação de Polimerase em Cadeia, realizada em termociclador, 

permite a geração de bilhões de moléculas de DNA a partir de algumas cópias presentes na 

cultura ou amostra clínica. O material amplificado é detectado em gel de agarose após 

coloração ou através de hibridização e visualização por reação colorimétrica ou em auto-

radiograma. Determina-se a especificidade da amplificação através do desenho de iniciadores 

adequados, permitindo o reconhecimento do M. tuberculosis e de outras micobactérias. Uma 

das sequências mais utilizadas é a inserção IS6110, devido ao fato de estar presente no 

genoma do bacilo em múltiplas copias, aumentando, desta maneira, a sensibilidade da técnica 

(BRASIL, 2002). 
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2.3.4  Testes de suscetibilidade 

 

A suscetibilidade do M. tuberculosis aos antimicrobianos pode ser avaliada por várias 

metodologias, mas o método das proporções é o mais utilizado e está entres os aceitos pela 

Organização Mundial de Saúde. 

 

2.3.4.1  Método das proporções 

 

A suscetibilidade frente a agentes antimicrobianos testados separadamente é realizada 

através do método das proporções descrito por Canetti, et al (1963). Este método consiste em 

detectar a proporção bacilos resistentes presentes em uma amostra de M. tuberculosis, frente a 

uma concentração de medicamentos que é capaz de inibir o desenvolvimento das células 

sensíveis, mas não o das células resistentes (concentração crítica). Para cada medicamento foi 

definida uma proporção de mutantes resistentes em uma população bacilar, igual ou acima da 

qual a amostra é considerada resistente (proporção crítica).  

Utilizam-se concentrações diferentes para cada antimicrobiano, que é incorporado ao 

meio antes da coagulação, bem como proporções de bacilos sensíveis e resistentes para 

realizar a avaliação de sensibilidade, conforme tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Concentrações críticas de tubercolostáticos empregadas nos testes de sensibilidade e a proporção 

crítica de mutantes resistentes esperados. 

Drogas Concentrações (µg/ml) Proporções (%) 

Isoniazida 0,2 1,0 

Rifampicina 40,0 1,0 

Pirazinamida 100,0 10,0 

Etambutol 2,0 1,0 

Fonte:  Manual de bacteriologia da tuberculose, 3ª Ed, 2005. 

 

Após a leitura do teste realiza-se o cálculo da porcentagem de bacilos resistentes pela 

fórmula: 

 

Número de colônias no tubo com fármaco x 100  =  % de Bacilos Resistentes 

Número de colônias no tubo controle 
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As amostras são consideradas resistentes quando esta porcentagem foi superior ou 

igual à proporção crítica estabelecida para cada fármaco. Este teste pode ser realizado a partir 

de escarro positivo a baciloscopia (teste direto) ou a partir da cultura (teste indireto). 

 

2.3.4.2  Método de microdiluição em caldo 

 

Um certo número de novos métodos para testes de susceptibilidade a fármacos usados 

contra o M. tuberculosis foram descritos ao longo das duas últimas décadas (FRANZBLAU et 

al, 1998; SYRE et al., 2010; KUMAR et al., 2005; MARTIN et al., 2005). Recentemente, tem 

sido relatado que estes métodos de microdiluição são práticos, rápidos e uma ótima alternativa 

para a determinação de concentrações inibitórias mínimas (CIM) em laboratórios 

demicobacteriologia clínica (MARTIN et al., 2005). 

 

2.3.4.3  Métodos moleculares 

 

Os avanços em biologia molecular tornaram possível investigar os mecanismos 

genéticos da resistência aos fármacos, bem como caracterizar as mutações relacionadas à 

resistência aos diversos fármacos. Vários genes já foram identificados como responsáveis pela 

resistência aos principais medicamentos contra o M. tuberculosis (ROSSETTI et al., 2002). 

A resistência para isoniazida parece estar associada a uma variedade de mutações que 

afetam um ou mais genes, como os que codificam para catalase-peroxidase (katG) a enzima 

enoyl-ACP redutase, envolvida na biossíntese do ácido micólico (inhA), a alkyl 

hidroperóxido redutase,  envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo (ahpC) e a enzima 

-ketoacyl ACP syntase (kasA). Já para a rifampicina sabe-se que ela interage 

especificamente com a subunidade β da RNA polimerase e que mutações no locus rpoB 

conferem trocas conformacionais, impedindo uma ligação eficiente do fármaco e, 

conseqüentemente, a resistência. Para a pirazinamida analisa-se mutações no gene pncA, que 

codifica a enzima pirazinamidase, a qual converte o fármaco pirazinamida em sua forma 

ativa. As bases genéticas para a resistência ao etambutol estão associadas a alterações no gene 

embB (ROSSETTI et al., 2002). 
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2.4  Patogenia 

 

O M. tuberculosis chega aos alvéolos, dentro de pequenas partículas de aerossol e é 

transportado para dentro de tecidos pelos fagócitos do hospedeiro, que agregados com outras 

células do sistema imunológico formam os granulomas que são as lesões características da 

tuberculose. Em indivíduos imunocompetentes, existem dois principais resultados iniciais da 

infecção: o desenvolvimento de tuberculose ativa ou a criação de uma infecção (latente) 

assintomática (CONNOLLY et al., 2007). Um microrganismo aeróbio de crescimento lento 

que possui uma grande capacidade de desenvolvimento de resistência. A população bacilar 

localiza-se em diferentes áreas do órgão afetado dependendo da fase de crescimento que se 

encontra o bacilo: os microrganismos em crescimento geométrico se encontram geralmente na 

parede da cavidade pulmonar onde há boa oferta de oxigênio presença de nutrientes e pH 

neutro; os de crescimento intermitente, encontram-se geralmente fora das células dentro de 

um granuloma onde ocorre necrose tecidual, e acúmulo de CO2 e acido lático; finalmente os 

de crescimento lento ficam protegidos no interior de macrófagos (LOPES, 2000). 

 

2.5  Tratamento 

 

Levando-se em consideração o comportamento metabólico e localização do bacilo o 

esquema terapêutico anti-TB deve atender a três grandes objetivos: evidenciar atividade 

bactericida precoce, prevenir a emergência de bacilos resistentes e ter atividade esterilizante 

(CAMINERO, 2003). A atividade bactericida precoce é a capacidade de matar o maior 

número de bacilos o mais rapidamente possível, diminuindo a infectividade do caso-índice no 

início do tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). Atividade esterilizante é 

a capacidade de eliminar virtualmente todos os bacilos de uma lesão. A adequada 

esterilização de uma lesão é que impede a recidiva da tuberculose após o tratamento. 

Pacientes cujas lesões não estavam esterilizadas ao final do tratamento, manifestam recidiva 

da doença (BRASIL, 2010).  

Cada população micobacteriana apresenta diferentes proporções de bacilos com 

resistência natural aos diferentes medicamentos anti-TB. Assim, a forma de se evitar a seleção 

de bacilos resistentes é a utilização de esquemas terapêuticos com diferentes fármacos anti-

TB simultaneamente, uma vez que bacilos naturalmente resistentes a um medicamento podem 

ser sensíveis a outro. (CONNOLLY et al., 2007). 
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Os fármacos anti-TB de primeira linha associados possuem as propriedades 

relacionadas anteriormente, sendo ativas em todas as populações bacilares sensíveis, quer 

intracavitárias, nos granulomas ou intracelulares. A rifampicina é o medicamento com maior 

poder esterilizante e juntamente com a isoniazida atua em todas as fases do crescimento 

bacteriano. A pirazinamida é ativa apenas em meio ácido (intracelular ou no interior dos 

granulomas) e o etambutol é bacteriostático, e utilizado em associação com medicamentos 

mais potentes para prevenir a emergência de bacilos resistentes (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2006). Efeitos adversos são pouco frequentes e em geral não 

determinam a suspensão do tratamento. A hepatopatia ocorre raramente, ao contrário do que 

se pensava, não havendo necessidade de acompanhamento laboratorial. Queixas gástricas, 

urticária, prejuízo da memória, dificuldades no aprendizado, sonolência excessiva, insônia, 

alterações na caligrafia, entre outros, são também incomuns (GRUPO DE TRABALHO DAS 

DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009) 

 

 

2.5.1  Rifampicina 

 

A rifampicina é um membro do grupo das rifamicinas, sendo um composto semi-

sintético derivado de Amycolatopsis rifamycinica. É bactericida contra M. tuberculosis e 

várias outras espécies de micobactérias, incluindo M. Bovis e M. Kansasii, atuando através da 

inibição da DNA-polimerase dependente de RNA, bloqueando a transcrição. Entre os agentes 

de primeira linha, a rifampicina tem a atividade esterilizante mais potente, incluindo bacilos 

dormentes devido ao seu rápido início de ação (MITNIK et al., 2009).  

 

2.5.2  Isoniazida 

 

Quimicamente, a isoniazida é a hidrazida do ácido isonicotínico. Exerce uma ação 

bacteriostática nos bacilos em repouso e bactericida nos que se encontram em fase de divisão 

rápida, como nos bacilos intracelulares. Porem é o primeiro fármaco que torna os 

microrganismos resistentes quando aplicado a um regime de seis meses (CHIANG et al., 

2010). O seu mecanismo de ação ainda não é bem conhecido mas acredita-se que a catalase-

peroxidase do Mycobacterium transforma a isoniazida num composto biologicamente ativo 

que tem capacidade de inibir a síntese dos ácidos micólicos que fazem parte da parede da 

micobactéria (HALL et al., 2009).  
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2.5.3  Pirazinamida 

 

A pirazinamida é uma pirazina sintética análoga da nicotinamida. É um pro-fármaco 

que acredita ser bioativado por amidase em ácido pirazinóico que tem ação bactericida 

inibindo a síntese dos ácidos micólicos, inibindo o transporte celular. Possui atividade 

preferencial por bacilos que não estão replicando, por isso a sua ação esterilizante. A sua ação 

só ocorre no ambiente ácido da lesão caseosa ou nos fagolisossomas dos macrófagos 

(ZHANG et al., 2003). 

 

2.5.4  Etambutol 

 

O etambutol é um agente bacteriostático obtido por síntese: dextro-2,2’-

(etilenodiamina)-di-1-butanol. Surgiu em 1968 vindo ocupar o lugar do ácido p-

aminossalicílico. Tem capacidade de atuar nas estirpes resistentes à isoniazida e à 

estreptomicina. Afeta a síntese  de componentes celulares inibindo a transferase de arabinose 

envolvida na síntese da parede celular (JONSSON et al., 2011). 

 

2.6  Resistência aos antimicrobianos 

 

Em Microbiologia clínica, o mecanismo mais freqüente de resistência é a presença de 

genes plasmidiais que controlam a síntese de enzimas modificadoras dos antimicrobianos que 

os tornam inativos na sua ação antibacteriana. No caso do M. tuberculosis, não há indicação 

de uma transferência horizontal de genes, isto é, aquisição de resistência por plasmídeos ou 

transposons e o mecanismo de resistência é exclusivamente por mutações. O mecanismo 

clássico pelo qual a mutação confere resistência é aquele que ocorre no gene que codifica para 

o alvo do fármaco, diminuindo a habilidade desta se ligar à enzima (BRASIL, 2008). 

Os pacientes que são infectados com cepas resistentes aos fármacos podem 

desenvolver TB resistente aos medicamentos antes do tratamento (resistência primária) ou 

durante o tratamento anti-TB (resistência adquirida). Os medicamentos anti-TB impõe 

pressão de seleção na população de M. tuberculosis resistentes, assim progressivamente mais 

bacilos mutantes emergem em uma monoterapia (CHIANG et al., 2010).  

Uma alta carga bacteriana, está associada com um aumento da freqüência de 

microrganismos fenotipicamente resistente aos fármacos. Quanto maior a carga bacteriana, 
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mais provável que entre elas existam mutantes geneticamente resistentes (CONNOLLY et al., 

2007). 

O problema fundamental no tratamento da TB é a longa duração da terapia necessária 

para a cura, que é principalmente ocasionado pelos fatores relacionados acima (CONNOLLY 

et al., 2007). Outro desafio importante refere-se aos fármacos utilizados no tratamento: 

ensaios clínicos em andamento, provavelmente, não identificarão novos medicamentos contra 

a tuberculose nos próximos dez anos. Torna-se de necessidade premente o uso racional e 

adequado da rifampicina e da isoniazida (DIVISÃO DE TUBERCULOSE, 2010). 

Além disso, é importante salientar que quando os medicamentos para a TB são 

ofertados ao paciente separadamente podem ocorrer erros na administração. Infelizmente, os 

pacientes às vezes optam por apenas um medicamento (monoterapia) quando mais de um 

fármaco é prescritas. Isso ocorre devido a uma falta temporária de uma fonte de um ou mais 

medicamentos, erros de dispensação, o fornecimento de um medicamento que dura mais que 

o fornecimento de outros medicamentos, perda de um medicamento, mal-entendidos; e 

decisões deliberadas dos pacientes a tomar apenas um medicamento devido a sintomas 

percebidos ou reais associados com o outro medicamento. Quando um paciente adota a 

monoterapia por uma destas razões, a resistência tende a manifestar (MOULDING et al., 

1995). 

 

2.7  Mudanças no tratamento da tuberculose 

 

Segundo nota técnica expedida pelo Ministério da Saúde foram implementadas 

mudanças no tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS. Essas mudanças aplicam-se aos 

indivíduos com 10 anos ou mais (adolescentes e adultos) (BRASIL, 2009). A primeira 

mudança consiste na introdução do etambutol como quarto fármaco na fase intensiva de 

tratamento (dois primeiros meses) do esquema básico. Este tem como justificativa a 

constatação do aumento da resistência primária a isoniazida (de 4,4 para 6,0%) e a resistência 

primária a isoniazida associada à rifampicina (de 1,1 para 1,4%). Tais alterações foram 

observadas no II Inquérito Nacional de resistência aos fármacos anti-TB conduzido em 2007-

2008, em comparação com os resultados do I Inquérito Nacional, realizado no período de 

1995 a 1997 (BRASIL, 2009). 

A segunda mudança consiste em introduzir a apresentação em comprimidos com dose 

fixa combinada (DFC) dos 4 fármacos (4 em 1) para a fase intensiva do tratamento. Os 

comprimidos serão formulados com doses reduzidas de isoniazida e pirazinamida em relação 
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às atualmente utilizadas no Brasil. Estes comprimidos contém 159 mg de rifampicina, 75 mg 

de isoniazida, 400 mg de pirazinamida e 275 mg de etambutol. A fase de manutenção 

continuará sendo composta por dois fármacos, rifampicina e isoniazida, nas doses e 

apresentações usuais, conforme tabela explicativa (Tabela 2), até que estejam disponíveis os 

comprimidos em dose fixa combinada de rifampicina e isoniazida (150/75 mg) no Brasil 

(BRASIL, julho 2010). 

 

 
Tabela 2 - Esquema básico para o tratamento da tuberculose em adultos e adolescentes. 

Regime Fármaco Faixa de peso Unidades/dose Duração 

(meses) 

 RHZE    

2RHZE 150/75/400/275    

Fase 

intensiva 

Comprimido em 

dose fixa 

combinada 

20 a 35 Kg 

 36 a 50 Kg 

>50 Kg 

2 comprimidos 

 3 comprimidos  

4 comprimidos 

 

2 

 RH    

Fase de 

manutenção 

 

300/200 ou 

150/100 cápsula 

20 a 35 Kg 

 36 a 50 Kg 

1 cápsula 300/200 

1 cápsula 300/200 +1 

cápsula 150/100 

 

 

4 

  >50 Kg 2 cápsulas 300/200  
Fonte: Programa Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Saúde 

R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida; E: etambutol. 

 

 

O esquema básico é indicado para os casos novos (paciente sem uso prévio de 

medicamentos anti-TB ou com uso inferior a 30 dias) de todas as formas de tuberculose 

pulmonar e extrapulmonar (exceto meningoencefalite), infectados ou não pelo vírus HIV e no 

retratamento. Em todos os casos de retratamento, preconiza-se a solicitação de cultura, 

identificação e teste de suscetibilidade (DIVISÃO DE TUBERCULOSE, 2010). 

 

2.7.1  Benefícios do novo tratamento 

 

Ao impedir a monoterapia e facilitar a ingestão de doses adequadas dos fármacos anti-

TB, espera-se que estas ajudem a prevenir o aparecimento de resistência aos fármacos. Além 

dessas, podemos citar várias outras vantagens para a aplicação da DFC: simplificação do 

tratamento, redução dos erros de prescrição, adesão do paciente e o respeito dos profissionais 

de saúde, redução da supervisão do tratamento, simplificação da gestão de oferta de fármacos, 

facilitar o cálculo das necessidades do medicamento, garantir a disponibilidade de 

medicamentos de alta qualidade e garantir a entrega ao paciente da dose correta de todos os 
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fármacos. Além disto, a DFC não produz mais efeitos adversos que as equivalentes 

associações de fármacos formulados sepradamente (BLOMBERG e FOURIE, 2003).   
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OBJETIVOS 

 

 

1  Objetivo Geral 

 

Verificar o perfil de suscetibilidade a agentes tuberculostáticos de M. tuberculosis 

isolados no Hospital Universitário de Santa Maria no ano de 2010. 

 

2  Objetivos Específicos 

 

2.1 Classificar em quatro diferentes grupos os bacilos isolados de pacientes através 

dos métodos clássicos; 

2.2 Identificar por reação em cadeia da polimerase (PCR) os isolados de M. 

tuberculosis; 

2.3 Avaliar o perfil de suscetibilidade dos isolados de M. tuberculosis frente aos 

tuberculostáticos rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol, separadamente pelo 

método das proporções e em associação pelo método de microdiluição em caldo. 

2.4 Comparar a suscetibilidade dos isolados de M. tuberculosis frente aos 

tuberculostáticos da dose fixa combinada, agindo separadamente ou associados. 
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MANUSCRITOS 

 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigos científicos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos 

próprios artigos. O manuscrito 1 está disposto na forma que foi enviado para publicação à 

revista científica Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, como 

comunicação curta. O manuscrito 2 está disposto na forma que será submetido para 

publicação. 

 

1  Manuscrito I 

 

 

Caracterização de micobactérias isoladas no Hospital Universitário de 

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

Characterization of mycobacteria isolated at University Hospital of Santa 

Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. 
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Resumo 

 

Avaliou-se a prevalência de micobactérias não-tuberculosas (MNT) em relação ao 

total de casos de micobacterioses identificadas em pacientes no Hospital Universitário de 

Santa Maria (HUSM) entre os anos de 2008 e 2010. Entre as amostras positivas para o gênero 
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Mycobacterium, 67% eram do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e 33% foram 

classificadas como micobactérias não tuberculosas (MNT). Este estudo vem contribuir com a 

epidemiologia das micobacterioses, uma vez que os pacientes infectados por MNTs 

necessitam de um tratamento e acompanhamento diferenciado dos infectados por CMTBs. 

Palavras chaves: Micobactéria não-tuberculosa, Mycobacterium tuberculosis, 

classificação, fenotipagem, incidência, sul do Brasil. 

 

Abstract 

 

This study evaluated the incidence of nontuberculous mycobacteria (NTM) in relation 

to all cases of mycobacteria identified in patients in Santa Maria University Hospital (HUSM) 

between 2008 and 2010. Among the positive samples for the genus Mycobacterium, 67% of 

the Mycobacterium tuberculosis (CMTB) and 33% were classified as NTM. This work 

should serve as a warning to health professionals to establish new diagnostic criteria 

for correct identification of the causative organism of mycobacteriosis, since patients infected 

with NTMs require a different treatment and monitoring of those infected with MTBs. 

Keywords: Nontuberculous mycobacteria, Mycobacterium tuberculosis, 

classification, phenotype, incidence, Southern Brazil. 

 

Introdução 

 

O gênero Mycobacterium é constituído por espécies do Complexo M. tuberculosis 

(CMTB) e outras denominadas de micobactérias não tuberculosas (MNT)
8
. Os protocolos 

para tratamento da tuberculose e para tratamento das infecções causadas pelas MNT diferem; 

assim o diagnóstio diferencial da tuberculose e MNT são essenciais para estabelecer o 

tratamento
15,5

. 

Em países de baixa e média renda, onde ocorre mais de 90% dos casos de TB, o 

diagnóstico é realizado principalmente pelo método de baciloscopia de bacilos álcool-ácido 

resistentes
12

. Até o momento, o diagnóstico de certeza da tuberculose é realizado através de 

cultura do material da lesão com isolamento e identificação do bacilo
2
. E é esta identificação 

dos bacilos que muitos laboratórios deixam de fazer, seja por falta de recursos para realizar 

técnicas moleculares ou pelo grande tempo destinado aos métodos fenotípicos. 

Este estudo é baseado em pacientes atendidos no Hospital Universitário de Santa 

Maria (HUSM) – Santa Maria /RS onde atualmente o diagnóstico diferencial das 
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micobacterioses não é realizado na rotina, apenas nos casos de falência do tratamento. Assim, 

o objetivo deste estudo foi avaliar a prevalencia de MNT em relação ao total de casos de 

micobactérias identificadas em pacientes no HUSM entre os anos de 2008 e 2010. 

 

Métodos 

 

Este estudo foi realizado com amostras com cultura positivas para micobactérias 

provenientes do laboratório de Análises Clínicas do Hospital Universitário de Santa Maria 

(LAC-HUSM), localizado no município de Santa Maria, RS, Brasil no período de janeiro de 

2008 a dezembro de 2010. As informações sobre as amostras positivas incluíram: sexo, sítio 

isolado e resultados de baciloscopia e cultura. As técnicas para baciloscopia e cultura foram as 

rotineiramente utilizadas pelo LAC-HUSM e padronizadas conforme normas e 

recomendações descritas no Manual de Bacteriologia da Tuberculose do Ministério da 

Saúde
4
. 

As amostras pulmonares e extrapulmonares foram classificadas por métodos 

fenotípicos. A classificação das MNT e as do CMTB foram realizadas no laboratório de 

Micobacteriologia do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade 

Federal de Santa Maria - DACT/UFSM, para avaliação do tempo de crescimento, da 

produção de pigmento e do crescimento na presença de agente inibidor
4
. O projeto de 

pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da UFSM pelo CAAE 

número 0104.0.243.000-11.  

 

Resultados 

 

As micobactérias foram classificadas segundo Runyon, em 4 grupos: grupo I 

(Fotocromogênicas), grupo II (Escotocromogênicas), grupo III (Não-cromogênicas) e grupo 

IV (Crescimento rápido). Os espécimes identificados como do grupo III foram separadas das 

do complexo M. tuberculosis pela suscetibilidade ao ácido para-amino benzóico (PNB). 

Dos 4.603 pedidos realizados no período do estudo 194 tiveram baciloscopia e cultura 

positiva. Entre as amostras positivas para o gênero Mycobacterium, 67% eram do complexo 

M. tuberculosis e 33% foram classificadas como MNT, conforme figura 1.  

Das 194 micobactérias isoladas 70% foram isoladas de pacientes do sexo masculino, 

destas 67% eram do complexo M. tuberculosis (MTB) e 33% eram MNT. Já entre os isolados 
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de MNT 70% eram provenientes de pacientes do sexo masculino. No figura 2 estabelece a 

ocorrência das MTB e MNT em relação aos sítios de isolamento das amostras positivas. 

 

Discussão 

 

Nos últimos 15 anos o número de espécies clinicamente significantes do gênero 

Mycobacterium dobraram
9
. Como as micobacterioses não são de notificação obrigatória no 

Brasil, a elevada incidência dessas doenças relatadas em alguns trabalhos não podem ser 

comprovadas com registros oficiais
3
. Os estudos sobre o assunto ainda são escassos e os que 

existem diferem quanto à população analisada e o tipo de amostras clínicas, sendo assim 

difícil de comparar os resultados obtidos
16

. 

Entre os estudos que revelaram a porcentagem de MNT, os realizado no Rio de 

Janeiro 
7,14 

são os que apresentaram valores mais próximos ao do nosso estudo (prevalência de 

MNT 33%), apresentando 45% e 34,3%
24

 de MNT. Porém, estes estudos foram realizados no 

período de 2000 a 2002. Em um estudo mais recente realizado em São José do Rio Preto, SP 

entre 1996 e 2005
13

 mostrou uma incidência de 24,4% de MNT, corroborando com nosso 

estudo. 

Segundo MATOS et al, 2004 
10

, uma maior prevalência de MNT em estudo realizado 

na Bahia, Brasil foi entre pacientes do sexo masculino (68,4%) assim com o nosso estudo 

(70%), porém a porcentagem de MNT isoladas no período de 1998 a 2003 foi de apenas 

8,2%, diferentemente da porcentagem encontrada neste trabalho (33%). Esta discrepância 

pode ter ocorrido devido ao fato deste estudo ter utilizado métodos mais rigorosos para 

diferenciar colonização de infecção por MNTs, como o uso dos critérios da American 

Thoracic Society (ATS)
6
.  

As diferentes incidências observadas nos estudos citados acima, incluindo o realizado 

por nosso grupo de pesquisa, podem ter ocorrido devido ao fato de nosso estudo ter sido 

realizado com amostras respiratórias e provenientes de outros sítios o que não ocorreu em 

todos os estudos citados. Outra explicação plausível seria a distribuição geográfica das 

espécies de MNT em nosso vasto país com diversos fatores ambientais 
11,1

, justificando 

também as diferenças nas idades das populações estudadas. Pessoas mais velhas tendem a ter 

doenças pré-existentes de pulmão, sendo este um fator importante de colonização e/ou 

infecção de MNT. 

Não foram encontrados estudos que utilizaram como base apenas a classificação de 

MNT (fig. 1) sem a identificação das devidas espécies, sendo assim uma limitação de nosso 
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estudo. Porém como nosso objetivo foi alertar sob a existência de MNT em nossa região e que 

muitas vezes não são percebidas, acreditamos termos atingido-o com estes resultados. Não 

houve diferenças entre o tipo de amostra em que as MTB e MNT foram isoladas, apenas que a 

maior ocorrência de ambas foi em amostras de escarro. Isto, provavelmente, deve-se ao fato 

de ser uma amostra comum nas solicitações médicas, pois se limita a ser um processo medico 

não invasivo. 

Apesar das limitações do estudo podemos concluir que a prevalência de MNTs no 

HUSM é elevada e pode ser responsável pela falência no tratamento de alguns pacientes 

considerados portadores apenas do M. tuberculosis. Este estudo vem contribuir com a 

epidemiologia das micobacterioses uma vez que os pacientes infectados por MNTs 

necessitam de um tratamento e acompanhamento diferenciado dos infectados por MTBs. 
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Figuras  

 

 
Figura 1 – Porcentagens da classificação das micobactérias isoladas entre 2008 e 2010. 

Figure 1 – Percentages of classification of mycobacteria isolated between 2008 and 2010. 

 

 
Figura 2 – Distribuição das micobactérias conforme sítios isolados. 

Figure 2 – Distribution of mycobacteria as isolated sites. 
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RESUMO 

 

O sistema de tratamento para a tuberculose recomendado pelo Programa Nacional de 

Controle da Tuberculose/Ministério da Saúde (PNCT/MS) foi modificado em 2010. As 

principais mudanças propostas pelo Comitê Técnico Assessor do PNCT/MS foram: a 

introdução do o etambutol na fase de ataque e a adoção da associação dos fármacos em forma 

de comprimidos, com doses fixas combinadas (DFC) 4 em 1, para a fase de tratamento 

intensivo, e 2 em 1, para fase de manutenção. Devido à grande incidência da tuberculose no 

Brasil e no mundo, a emergência de cepas resistentes e a implantação de novas terapias pelo 

Ministério da Saúde, este trabalho objetivou comparar a suscetibilidade dos isolados de M. 

tuberculosis do Hospital Universitário de Santa Maria frente aos tuberculostáticos da dose 

fixa combinada agindo separadamente ou associados. A suscetibilidade aos antimicrobianos 

associados (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) foi avaliada através do método 

de microdiluição em caldo. Apesar do encontro de várias cepas resistentes a um, dois ou três 

fármacos, quando testadas isoladamente, nenhuma cepa foi considerada resistente na 

associação. Este fato vem de encontro ao conceito da DFC a qual pretende unir os quatro 

medicamentos anti-TB para combater a resistência dos bacilos. 

 

INTRODUÇÃO 

 

Atualmente há um acréscimo na incidência de cepas de M. tuberculosis resistente a 

múltiplos fármacos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011); esta resistência é 



 

 

28 

causada, entre outros fatores, a não aderência de pacientes ao tratamento da tuberculose, já 

que este é longo e com muitos efeitos colaterais (MSHANA et al., 1998). Além disso, o 

advento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) vem contribuindo para o 

aumento no número de casos e da gravidade da doença causada pelo bacilo (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2009). 

O impacto clínico da resistência é imenso, sendo caracterizado por aumento nos custos 

do tratamento, bem como maior morbidade e mortalidade. Nos dias atuais o abuso dos 

antimicrobianos convencionais para o tratamento de infecções microbianas tem aumentado os 

índices de resistência (JUNEYOUNG et al., 2009). 

A TB geralmente pode ser tratada com um curso padrão de quatro fármacos, também 

chamado de primeira linha de medicamentos anti-TB. Se estes agentes são mal utilizados ou 

mal administrados, os pacientes podem desenvolver tuberculose resistente a múltiplas drogas 

(MDR-TB). Uma MDR-TB requer muito tempo para ser tratada com medicamentos de 

segunda linha, que são mais caros e apresentam mais efeitos colaterais. A XDR-TB, a 

abreviação para tuberculose extremamente resistente aos medicamentos, pode desenvolver-se 

quando os medicamentos de segunda linha também são mal utilizados ou mal administrados 

e, portanto, tornam-se ineficazes. Como XDR-TB são resistentes a fármacos de primeira e de 

segunda linha, as opções de tratamento ficam muito limitadas (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2009).  

O problema fundamental no tratamento da TB é a longa duração da terapia necessária 

para a cura, que é principalmente ocasionado pelos fatores relacionados acima (CONNOLLY 

et al., 2007). Outro desafio importante refere-se aos fármacos utilizados no tratamento: 

ensaios clínicos em andamento, provavelmente, não identificarão novos medicamentos contra 

a tuberculose nos próximos dez anos. Torna-se de necessidade premente o uso racional e 

adequado da rifampicina e da isoniazida (DIVISÃO DE TUBERCULOSE, 2010). 

O sistema de tratamento para TB recomendado pelo Programa Nacional de Controle 

da Tuberculose/Ministério da Saúde (PNCT/MS) desde 1979, com a introdução da 

rifampicina e unificações de ações, foi modificado. As principais mudanças propostas pelo 

Comitê Técnico Assessor do PNCT/MS são: introduzir um quarto fármaco, o etambutol, na 

fase de ataque e adotar a associação dos fármacos em forma de comprimidos, com doses fixas 

combinadas 4 em 1 (159mg de rifampicina, 75mg de isoniazida, 400mg de pirazinamida e 

275mg de etambutol), para a fase de tratamento intensivo, e 2 em 1 (150mg de rifampicina e 

75mg de isoniazida), para fase de manutenção. (GRUPO DE TRABALHO DAS 

DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009) 
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Devido à grande incidência da tuberculose no Brasil e no mundo, a emergência de 

cepas resistentes e a implantação de novas terapias pelo Ministério da Saúde, justifica-se a 

avaliação do perfil de suscetibilidade a drogas anti-TB dos isoladas no Hospital Universitário 

de Santa Maria. 

 

MÉTODOS  

 

Os bacilos isolados de pacientes com tuberculose foram provenientes do Laboratório 

de Analises Clínicas do Hospital Universitário de Santa Maria – LAC-HUSM, no período de 

janeiro a dezembro de 2010. Foram analisadas as culturas de amostras coletadas de pacientes 

com suspeita de tuberculose conforme a orientação do Manual de Bacteriologia da 

Tuberculose (BRASIL, 2005) que obtiveram baciloscopia e cultura positiva. 

Das culturas positivas foi retirada uma pequena porção para repique e re-isolamento 

em meio de Lowestein-Jensen (LJ). A partir desta cultura foram realizados testes para a 

diferenciação entre micobactérias não-tuberculosas e prováveis Mycobacterium tuberculosis 

(BRASIL, 2005). Os espécimes identificados como do grupo III foram repicados para LJ 

(HiMedia Lanboratories Pvt. Ltd.) contendo ácido p-nitrobenzóico (PNB 500 µg/ml), o qual 

separa os membros do complexo M. tuberculosis que são sensíveis, das demais micobactérias 

que são resistentes, excetuando algumas estirpes de M. kansasii, M. gastri, M. gordonae e M. 

marinum.  

Após as amostras serem classificadas como do “complexo M. tuberculosis” elas foram 

identificadas por técnicas moleculares. As amostras foram examinadas para a presença da 

inserção IS6110 (EISENACH et al., 1992). Para amplificar a inserção IS6110 foi utilizados as 

seqüências de primers 5’-CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3’ e 5’-

CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3’(Invitrogen
TM

), originando como produto com 

fragmentos de comprimento 123 pares de base (pb). Os reagentes foram adicionados para um 

tubo de microcentrifuga de 0,2 mL: 2,5 L de 10 X PCR buffer, 4 L de agrupados de dNTPs 

(1,25 mM cada), 0.6 L de porções de 5 M de cada primer, 0,125 L de Taq polimerase 2,5 

U/ L(Invitrogen
TM

), 1 L de DNA modelo e água até volume final de 25 L. As condições do 

ciclo foram como segue: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de amplificação (94°C por 30 

segundos seguido por 58°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos) e 72°C por 10 minutos 

em termociclador (Applied Biosystems Veriti
TM 

96 well Thermal Cycler). 5 L do subproduto 

foi submetido à eletroforese em 1% (p/v) de gel de agarose sob voltagem constante de 80V 

por aproximadamente 20 minutos seguido de 100V por 40 minutos. Utilizou-se banho de 
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brometo de etídio (0,5µg/mL) por 10 minutos antes das bandas de DNA serem visualizadas 

em trasiluminador UV (UVtrans UVT-312). A extração de DNA genômico foi realizada 

segundo Manual nacional de vigilância laboratorial da tuberculose e outras micobactérias. 

(BASIL, 2008).  

Os cultivos confirmados como M. tuberculosis  e cepa padrão H37Rv foram avaliados 

quanto à suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e 

etambutol) separados segundo método das proporções (MP) descrito por Canetti, et al (1963) 

e associados conforme a dose fixa combinada. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos antimicrobianos isolados e em 

associação (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Sigma
®

) foi realizada pelo 

método de microdiluição em caldo (MMC) adaptado (NCCLS, 2003; FRANZBLAU et al, 

1998; SYRE et al., 2010). A rifampicina foi dissolvida em metanol e os demais fármacos em 

água MilliQ estéril, após foram diluídos em MD7H9 até as concentrações desejadas. A 

rifampicina e a isoniazida foram testadas nas concentrações de 0,25 a 8 µg/mL, a 

pirazinamida nas concentrações de 25 a 800 µg/mL e o etambutol nas concentrações de 4 a 

128 µg/mL. Os quatro fármacos foram testados em associados nas mesmas concentrações 

citas acima, preparando uma solução onde a concentração de cada fármaco fosse a mesma 

utilizada nos teste dos fármacos isolados. Para a suspensão bacteriana foi utilizado meio base 

de Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC (oleic acid-albumin-dextrose-

catalase) (Difco Laboratories, Detriod, Mich) e 0,2% glicerol (MD7H9) MD7H9, que foram 

incubadas a 35ºC por 7 dias em tubos contendo pérolas de vidro de 2mm de diâmetro, para 

posterior homogeneização e desagregação em agitador tipo vortex. A suspensão bacteriana foi 

ajustada na escala 1 de MacFarland e então diluída 1/25 em MD7H9 no momento do uso.  

O teste de microdiluição em caldo foi realizado em placas de cultura de célula de 96 

poços. O crescimento ou não de colônias foi observado pelo aparecimento de pontilhado 

branco, não sendo utilizados corantes. Foram consideradas cepas resistentes as que possuíram 

crescimento superior as concentrações de 1 µg/mL para a rifampicina e isoniazida, 16 µg/mL 

para o etambutol e 100 µg/mL para a isoniazida e 1/1/16/100 µg/mL para a associação 4 em 

1. 

O projeto de pesquisa aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) pelo CAAE (Certificado de apresentação para 

Apreciação Ética) número 0104.0.243.000-11.  

 

RESULTADOS  



 

 

31 

 

Todos os isolados clínicos que não evidenciaram crescimento no meio de LJ com PNB 

também mostraram reação positiva para a inserção IS6110 que identifica as micobactérias do 

“complexo M. tuberculosis”. Dois do isolados classificados como sendo do grupo III, que 

obtiveram crescimento no LJ com PNB tiveram reação negativa para a inserção IS6110. 

Através do método das proporções foram encontradas 18 isolados resistentes, entre 

eles 10 resistentes a somente um fármaco, 5 resistentes a dois fármacos e 3 resistentes a três 

fármacos. A figura 1 evidencia estas proporções. Através do método de microdiluição em 

caldo foram encontrados 28 isolados resistentes, entre eles 16 resistentes a somente um 

fármaco, 4 resistentes a dois fármacos e 8 resistentes a três fármacos. A figura 2 melhor 

apresenta estas proporções. 

Os dados usados para calcular a correlação entre os métodos estão expressos na 

tabelas 1. A correlação entre os métodos estão ilustradas nas figuras 3 a 6. 

Os isolados quando testados frente aos quatro fármacos associados foram considerados 

todos sensíveis. 38 isolados evidenciaram CIM ≤ 0,25/0,25/4/25 µg/mL, 3 tiveram CIM igual 

a 5/5/8/50 µg/mL e 1 isolado teve CIM igual a 1/1/16/100. A maioria destes isolados (3 

isolados) apresentaram resistência a isoniazida, etambutol e pirazinamida quando os fármacos 

foram testados separadamente pelo MMC. 

 

DISCUSSÃO  

 

A identificação dos isolados clínicos como sendo do “complexo M. tuberculosis” foi 

satisfatória, pois 100% dos isolados caracterizados pelo método clássico (LJ com PNB) 

também foram positivos para a inserção IS6110. O “complexo M. tuberculosis” é composto 

por M. bovis, M. africanum e M. microti; sendo os dois últimos encontrados em baixa 

frequência em nosso país (BRASIL, 2005). Como o M. bovis necessita de condições mais 

exigentes para crescer em meio de cultura acreditamos que nossos isolados sejam de M. 

tuberculosis, já que o meio utilizado para o crescimento das amostras se tratou de LJ não 

enriquecido para o M. bovis.  

Os testes de suscetibilidade realizados em meios líquidos são comprovadamente mais 

sensíveis do que os que utilizam meios sólidos. Isso acontece, pois em métodos de meio 

sólido usa-se apenas uma concentração de fármaco ao passo que nas técnicas de meio líquido 

é possível utilizar varias concentrações aumentando assim as possibilidades de avaliação. 

Foram encontrados quatro isolados clínicos resistentes a rifampicina pelo método das 

proporções, mas acreditamos se tratarem de falso-positivo já que no método de microdiluição 
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em caldo estes isolados apresentaram CIMs inferiores a 0,25 µg/mL (Figura 3). Isso pode ter 

ocorrido pois ao coagular o meio de LJ podem ocorrer perdas pontuais da atividade da 

rifampicina. 

Sete cepas foram consideradas sensíveis a isoniazida pelo método de microdiluição em 

caldo, mas resistentes no método das proporções (Figura 4). Este fato pode ser explicado, pois 

estas cepas apresentaram sensibilidade com CIM ≤ 0,25 µg/mL e no método das proporções a 

concentração usada no meio de LJ foi de 0,2 µg/mL, assim os valores de CIM devem estar 

entre 0,2 e 0,25 µg/mL. Estes isolados foram considerados sensíveis. 

Quatro cepas foram consideradas sensíveis ao etambutol pelo método de microdiluição 

em caldo, mas resistentes no método das proporções (Figura 5). Este fato pode dever-se as 

cepas apresentaram sensibilidade com CIM ≤ 4 µg/mL e no método das proporções a 

concentração usada no meio de LJ foi de 2 µg/mL, assim os valores de CIM devem estar entre 

2 e 4 µg/mL. Estes isolados foram considerados sensíveis. 

Apesar do valor do índice kappa (κ) ter sido satisfatório (Tabela 1) detectou-se cepas 

resistentes a pirazinamida pelo método de microdiluição em caldo que não corresponderam 

com o método das proporções (Figura 6). Este fato pode ter ocorrido pois a pirazinamida 

possui sua ótima eficácia contra os microrganismos quando em pH ácido, o qual não foi 

observado no teste de microdiluição em caldo, isto ocorreu pois utilizamos uma referência 

que comprova que, usando ponto de corte em 100µg/ml de pirazinamida não há alterações nos 

resultados por conta do pH (SYRE et al.,2010). Segundo Zhang et al., (2003) o M. 

tuberculosis possui dificuldades em manter o seu pH interno neutro em condições ambientais 

de pH ácido. O acúmulo de ácido fraco poderia levar a interrupção da força motriz de prótons 

que é necessária para o transporte de muitas substâncias nutrientes para as células bacterianas. 

Porém, ácidos fracos que podem estar presentes durante o processo de inflamação têm 

influência sobre a atividade da pirazinamida in vitro. A exposição durante um tempo curto de 

menos de 3-5 dias dificilmente mostra qualquer atividade de pirazinamida. Este tempo é 

necessário para converter o pró-fármaco pirazinamida ao ácido pirazinóico o qual irá agir 

contra o microrganismo (WADE & ZHANG, 2006). Assim acreditamos que os testes in vitro 

para a pirazinamida ainda necessitam de mais estudos para se estabelecer uma melhor 

especificidade dos métodos, inclusive o realizado neste estudo que evidenciou um valor de 

falso-positivos elevado quando comparado com o método de referência. 

A maioria dos trabalhos demonstra elevada ocorrência de resistência a rifampicina 

(ROSMAN et al., 2007; WANG et al., 2010; SOUZA et al., 2006; BARROSO et al., 2001). 

Porém em um estudo realizado no Mato Grosso do Sul, não foram encontrados isolados 
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clínicos com resistência primária a rifampicina (MARQUES et al., 2010). Os isolados clínicos 

utilizados em nossa pesquisa são provenientes de pacientes que nunca tiveram contato com os 

medicamentos para o tratamento da TB, o que justifica nossos achados. 

Apesar da detecção de várias cepas resistentes a um, dois ou três fármacos quando 

testados separadamente pelo MMC, quando testadas frente aos quatro fármacos associados, 

por esse mesmo método, nenhuma cepa foi considerada resistente. Este fato vem ao encontro 

do conceito da DFC o qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para combater a 

resistência dos bacilos. Como já foram realizados estudos que mostram a bioequivalência 

entre os fármacos da DFC (AGRAWAL et al., 2002) acreditamos que as mudanças no 

tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS servirão para combater as cepas de M. tuberculosis 

resistentes a primeira linha de medicamentos utilizadas contra a TB. 

 

CONCLUSÃO 

 

O MMC mostrou-se ser um método rápido, de fácil realização e bem correlacionado 

com o MP, considerado padrão ouro para métodos de suscetibilidade de micobactérias. Este 

estudo também veio afirmar as mudanças no tratamento da TB pelo PCNT/MS, pois mostrou 

que cepas resistentes a um dois ou três fármacos são sensíveis a estes quando são associados 

em uma dose fixa combinada. 
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FIGURAS 

 

 

 

 

Figura 1 – Porcentagem de cepas resistentes pelo método das proporções.  

Rifampicina (RMP), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) 

 

 

 

 

Figura 2 – Porcentagem de cepas resistentes pelo método de microdiluição em caldo. 
Isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) 
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Figura 3 - Correlação entre as CIMs (µg/mL) encontradas no método de microdiluição em 

caldo e método das proporções classificados para a rifampicina. ● isolados que apresentaram 

concordância entre os métodos. ■ isolados que apresentaram discordância entre os métodos. As 

linhas verticais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método das proporções. As 
linhas horizontais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método de microdiluição 

em caldo. 

 

 
Figura 4 - Correlação entre as CIMs (µg/mL) encontradas no método de microdiluição em 

caldo e método das proporções classificados para a isoniazida. ● isolados que apresentaram 
concordância entre os métodos. ■ isolados que apresentaram discordância entre os métodos. As 

linhas verticais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método das proporções. As 

linhas horizontais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método de microdiluição 

em caldo. 
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Figura 5 - Correlação entre as CIMs (µg/mL) encontradas no método de microdiluição em 

caldo e método das proporções classificados para o etambutol. ● isolados que apresentaram 

concordância entre os métodos. ■ isolados que apresentaram discordância entre os métodos. As 

linhas verticais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método das proporções. As 

linhas horizontais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método de microdiluição 

em caldo. 

 
Figura 6 - Correlação entre as CIMs (µg/mL) encontradas no método de microdiluição em 

caldo e método das proporções classificados para a pirazinamida. ● isolados que apresentaram 

concordância entre os métodos. ■ isolados que apresentaram discordância entre os métodos. As 

linhas verticais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método das proporções. As 

linhas horizontais separam os isolados entre sensíveis e resistentes no método de microdiluição 

em caldo. 
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TABELAS 

 

Tabela 1 – Comparação dos métodos das proporções e de microdiluição em caldo na 

avaliação da suscetibilidade de resultados de M. tuberculosis isolados no HUSM. 

Drogas Método das proporções Microdiluição em caldo Índice Kappa 

 Suscetibilidade 

das cepas 

Cepas Cepas 

resistentes 

Cepas 

sensíveis 

 

  n n n  

Rifampicina Resistente 6 0 6 0,860465 

 Sensível  37 0 37 Ótimo 

Isoniazida Resistente 12 5 7 1,00433 

 Sensível 31 6 25 Perfeito 

Etambutol Resistente 7 3 4 1,005941 

 Sensível 36 8 28 Perfeito 

Pirazinamida Resistente 4 4 0 1,015089 

 Sensível 39 23 16 Perfeito 
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DISCUSSÃO 

 

 

A avaliação do perfil epidemiológico de resistência a fármacos dos isoladas clínicos de 

M. tuberculosis no HUSM tornou-se difícil, pois os pacientes até são diagnosticados neste 

hospital, mas são encaminhados para fazer o acompanhamento na Secretaria de Saúde do 

município de Santa Maria-RS ou em suas cidades de origem. Todos os casos de resistência 

relatados neste trabalho foram relativos ao primeiro tratamento e não tivemos acesso ao 

desfecho de cada paciente para avaliar uma resistência após o tratamento. Mesmo assim a 

incidência de resistência é preocupante, mesmo porque ocorreram casos de resistência a dois 

ou três fármacos concomitantemente.  

A maioria dos pacientes que foram tratados para a tuberculose foram tratados com o 

regime padrão de quatro fármacos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) na fase 

intensiva do tratamento e rifampicina e isoniazidana na fase de manutenção. Porém, como 

eles receberam estes medicamentos na Secretaria de Saúde do município de Santa Maria-RS 

ou nas suas cidades de origem não podemos afirmar que estes medicamentos estavam na 

forma da DFC. 

Apesar da tuberculose ser uma doença importante e de elevada incidência se 

comparada com outras doenças que levam a morte se não tratadas corretamente (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2011) e o HUSM atender pessoas de toda a região, o número 

de pacientes portadores de TB diagnosticados no ano de 2010 foi pequeno. Através dos 

prontuários classificamos os pacientes quanto a idade, sexo, tabagismo, comorbidades, fase 

do tratamento e tuberculose pulmonar ou outra. (Anexo D). Porém devido aos fatores citados 

acima o “n” de nossa pesquisa tornou-se muito pequeno para correlacionar dados 

epidemiológicos publicáveis, serão necessários estudos de mais alguns anos para que 

possamos avaliar epidemiologicamente a TB no HUSM. 

Como nossos pacientes foram infectados com cepas resistentes aos medicamentos 

antes de qualquer tratamento, podemos afirmar que todos os pacientes portadores de bacilos 

resitentes possuiam resistência primária (CHIANG et al., 2010). Com os dados coletados 

podemos observar que a maioria dos óbitos ocorridos foi decorrente de outras comorbidades.  

O primeiro manuscrito apresentado nesta dissertação foi elaborado através dos dados 

de classificação utilizados para separar a real amostra do objetivo desta. Como já havíamos 

realizado classificações semelhantes com amostra dos anos de 2008 e 2009 com o objetivo de 
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formar a micobacterioteca do laboratório de Micobacteriologia do Departamento de Analises 

clinicas e Toxicológicas da UFSM, agrupamos todos os resultados em um manuscrito. 

O primeiro manuscrito apresentado nesta dissertação foi elaborado para alertar os 

profissionais da área da saúde de nosso município acerca da pevalência de isolados clínicos 

pertencentes ao grupo das MNT. A maioria das espécies pertencentes ao grupo das MNT são 

intrinsecamente resistente a vários fármacos, inclusive a alguns dos fármacos usados no 

tratamento da TB (BRASIL, 2008). De nada adianta enumerar os benefícios da DFC 

estabelecida pelo Ministério da Saúde se os fármacos que a compõem não possuem efeitos 

contra o agente causador da enfermidade apresentada pelo paciente. Além disso, pacientes 

portadores de micobacterioses normalmente possuem alguma outra comorbidade importante e 

seu tratamento deve ser avaliado com cautela, já que podem ocorrer interações 

medicamentosas importantes (CHIDEYA et al., 2009; CHIANG et al., 2010). 

O manuscrito II, que ainda está em processo de revisão, trata do objetivo geral desta 

dissertação que consiste em verificar o perfil de suscetibilidade a agentes tuberculostáticos de 

M. tuberculosis isolados no Hospital Universitário de Santa Maria no ano de 2010. Neste 

trabalho foi utilizado o MMC, um método ainda não recomendado pelo MS para uso na rotina 

por ainda estar em fase de pesquisa. Apesar disso este método enquadra-se entre um dos 

métodos de suscetibilidade promissor e que estão sendo amplamente utilizados nos 

laboratórios de pesquisa. 

A identificação de cepas resistentes a fármacos é especialmente importante em áreas 

com resistência conhecida contra fármacos anti-TB. A importância de se testar novas 

metodologias fenotípicas para detectar susceptibilidade aos fármacos anti-TB, que sejam 

práticas e efetivas e que permitam um resultado mais rápido do que o fornecido pelo método 

convencional, reflete a preocupação com o controle da emergência e da transmissão de cepas 

resistentes (RIBEIRO et al., 2004). Em 2010 a prevalência média de MDR-TB em novos 

casos de TB foi de 0,9% no Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). 

Infelizmente, áreas com resistência a fármacos geralmente são áreas com recursos limitados 

em seu sistema de saúde. Assim, testes de suscetibilidade a fármacos rápidos, de sensibilidade 

confiáveis e de baixo custo são necessários (SYRE et al., 2010). 

A utilização de métodos que utilizam placas de microtitulação e meios líquidos tem a 

vantagem de possuir menor custo, resultados rápidos e quantitativos, alem de serem práticas, 

efetivas e permitirem um resultado mais rápido do que o fornecido pelo método convencional 

(como o MP) (RIBEIRO et al., 2004). A desvantagem é a produção de aerossol, tornando-se 
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necessário o uso de cabines de segurança biológica prontamente disponíveis em alguns países 

em desenvolvimento (SANCHOTENE et al., 2008). 

Além disso, testes de suscetibilidade são fundamentais na gestão de pacientes com 

MDR-TB, pois se estes pacientes não forem detectados serão infecciosos por mais tempo, 

levando a uma nova oportunidade para a transmissão da doença. Os métodos convencionais 

de susceptibilidade a fármacos possuem um tempo de resposta demorado que vai de semanas 

a meses o que dificulta a tomada decisão rápida pelos clínicos quanto ao tratamento 

(ALBERT et al., 2007). Os métodos moleculares são bem mais rápidos, mas ainda possuem 

elevados custos, além disso, ainda não foram definidos todos os genes responsáveis por 

conferir resistência aos principais antimicrobianos. Provavelmente isto ocorra, pois podem 

ocorrer diversos mecanismos de resistência a um mesmo antimicrobiano (CAMPBELL et al., 

2011). 

Apesar das limitações na correlação entre o MMC e o MP, considerado padrão ouro, 

expostas na discussão do manuscrito conseguimos detectar através do MMC isolados clinicos 

de M.tuberculosis resistentes a um dois e até tres fármacos utilizados no tratamento de 

primeira linha da tuberculose. Através deste mesmo método verificamos também que estes 

isolados resistentes quando expostos aos quatro fármacos (rifampicina, isoniazida, 

pirazinamida e etambutol) associados não mais apresentaram resistencia. Este fato vem ao 

encontro do conceito da DFC o qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para 

combater a resistência dos bacilos. Como já foram realizados estudos que mostram a 

bioequivalência entre os fármacos da DFC (AGRAWAL et al., 2002) acreditamos que as 

mudanças no tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS servirão para combater as cepas de 

M. tuberculosis resistentes a primeira linha de medicamentos utilizadas contra a TB. 

Segundo Blomberg e Fourie (2003) ao impedir a monoterapia e facilitar a ingestão de 

doses adequadas dos fármacos anti-TB, espera -se que estas ajudem a prevenir o aparecimento 

de resistência às drogas. Com nosso estudo podemos afirmar que com a DFC é possível 

combater as cepas resistentes não permitindo assim que mais bacilos mutantes emergem em 

uma monoterapia. 
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CONCLUSÕES 

 

 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos concluir que: 

 

- Houve uma grande prevalência de MNT entre os isolados clínicos de M. tuberculosis 

no ano de 2010; 

- A identificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) dos isolados de M. 

tuberculosis mostrou-se eficaz e de fácil realização; 

- O método de microdiluição em caldo mostrou-se um método bem correlacionado 

como o método das proporções, de fácil e rápida execução e garantiu a identificação de vários 

isolados resistentes a um, dois ou três fármacos; 

- Todos os isolados clínicos, mesmos os considerados resistentes aos fármacos 

testados separadamente, foram sensíveis quando testados frente aos fármacos da dose fixa 

combinada associados. Mostrando a importância deste tratamento no combate aos bacilos 

resistentes. 
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APÊNDICE A – Tabela de resultados comparativos entre os métodos utilizados. 
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 INH 

(CIMs 

em 
µg/mL) 

INH 

MP 

(0,2 
µg/mL) 

RMP 

(CIMs 

em 
µg/mL) 

RMP 

MP (40 

µg/mL) 

EMB 

(CIMs 

em 
µg/mL) 

EMB 

MP (2 

µg/mL) 

PZA 

(CIMs 

em 
µg/mL) 

PZA 

MP 

(100 
µg/mL)) 

4 em 1 

(CIMs em 

µg/mL) 

H37Rv S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/25 

878/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 R S 100 S S ≤0,25/4/25 

378/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

849/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 400 R S ≤0,25/4/25 

958/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/25 

980/10 R 2 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/2 

387/10 R >8 R S ≤0,25 R R >128 R R >800 S S ≤0,25/4/25 

065/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

318/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 400 S S ≤0,25/4/25 

946/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

050/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

310/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S 16 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

840/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 R S ≤4 S R 200 R S ≤0,25/4/25 

035/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S 16 S R 200 R S 0,5/8/50 

461/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 S S 16 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

292/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S R 64 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

480/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

018/10 R >8 S S ≤0,25 S R >128 R R >800 S S 1/16/100 

217/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

811/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 S S ≤4 S R 400 S S ≤0,25/4/25 

002A/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 R S ≤4 R S 100 S S ≤0,25/4/25 

903/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/25 

979/10 R >8 S S ≤0,25 S R >128 S R >800 S S ≤0,25/4/25 

014/10 R >8 R S ≤0,25 S R >128 S R >800 S S ≤0,25/4/25 

172/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 50 S S ≤0,25/4/25 

654/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

462/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

379/10 R 2 R S 1 S S ≤4 S R >800 R S ≤0,25/4/25 

345/10 R 4 R S ≤0,25 S S ≤4 R R 400 S S ≤0,25/4/25 

802/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 R R 200 S S ≤0,25/4/25 

578/10 R >8 R S ≤0,25 S R >128 R R >800 S S ≤0,25/4/25 

406/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 R  S ≤4 S R 400 S S ≤0,25/4/25 

232/10 R >8 S S 0,5 S R >128 S R >800 S S ≤0,25/4/25 

409/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S 50 S S ≤0,25/4/25 

159/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

223/10 R >8 S S 0,5 S R >128 S R >800 S S 05/8/50 

031/10 R >8 S S 0,5 S R >128 S R >800 S S 05/8/50 

366/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S R 200 S S ≤0,25/4/25 

415/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 R R 32 S R >800 S S ≤0,25/4/25 

582/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 S R >128 S R 400 S S ≤0,25/4/25 

142/10 S ≤0,25 R S ≤0,25 R  S ≤4 S S 100 S S ≤0,25/4/25 

293/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/25 

076/10 S ≤0,25 S S ≤0,25 S S ≤4 S S ≤25 S S ≤0,25/4/25 
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APÊNDICE B – Tabela de resultados da classificação epidemiológica. 
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ANEXO A – Comprovante de submissão do manuscrito I para publicação no Jornal 

Brasileiro de Patologia Medicina Laboratorial. 



 

 

54 

ANEXO B – Carta de aprovação Comitê de Ética em pesquisa - UFSM 

 


