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Primary and acquired pyrazinamide resistance in patients with pulmonary 

tuberculosis treated at a referral hospital in the city of Recife, Brazil
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Resumo
Objetivo: Verificar a resistência primária e adquirida à pirazinamida em cepas de Mycobacterium tuberculosis 
provenientes de amostras de escarro de pacientes com tuberculose pulmonar. Métodos: Estudo prospectivo e 
descritivo realizado no período entre abril e novembro de 2011 em um hospital de referência para o tratamento 
de tuberculose em Recife (PE). Culturas, testes de sensibilidade a fármacos e testes da pirazinamidase foram 
realizados em um laboratório particular na mesma cidade. Resultados: Dos 71 pacientes incluídos no estudo, 
37 eram virgens de tratamento e 34 eram casos de retratamento. Desses, 0 (0,0%) e 14 (41,2%), respectivamente, 
apresentaram cepas resistentes à pirazinamida. Desses 14 isolados, 10 (90,9%) apresentaram resultados negativos 
no teste da pirazinamidase. Dos 60 isolados que apresentaram resultados positivos para o teste da pirazinamidase, 
56 (93,3%) eram sensíveis à pirazinamida. Conclusões: A elevada frequência de cepas resistentes à pirazinamida 
em pacientes em retratamento da tuberculose destaca a necessidade da realização de testes de sensibilidade à 
pirazinamida antes de se escolher um novo esquema de tratamento.

Descritores: Mycobacterium tuberculosis; Pirazinamida; Tuberculose resistente a múltiplos medicamentos.

Abstract
Objective: To determine primary and acquired resistance to pyrazinamide in Mycobacterium tuberculosis strains 
isolated in sputum samples from patients with pulmonary tuberculosis. Methods: This was a prospective, 
descriptive study conducted between April and November of 2011 at a referral hospital for tuberculosis in 
the city of Recife, Brazil. Cultures, drug sensitivity tests, and tests of pyrazinamidase activity were conducted 
in a private laboratory in Recife. Results: Of the 71 patients included in the study, 37 were treatment-naïve 
and 34 represented cases of retreatment. Pyrazinamide-resistant strains were isolated in 14 (41.2%) of the 
34 patients who had previously been treated for tuberculosis and in none of the 37 treatment-naïve patients. 
Of the 14 isolates, 10 (90.9%) tested negative for pyrazinamidase activity. A total of 60 isolates tested positive 
for pyrazinamidase activity. Of those, 56 (93.3%) were found to be sensitive to pyrazinamide. Conclusions: The 
high frequency of pyrazinamide-resistant strains (41.2%) in patients previously treated for tuberculosis highlights 
the need for drug susceptibility testing prior to the adoption of a new treatment regimen.
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Introdução

Cepas multirresistentes de Mycobacterium 
tuberculosis têm surgido em todo o mundo, 
e há a necessidade de métodos rápidos de 
diagnóstico e determinação de sensibilidade às 
drogas antituberculose.(1) São escassos os dados 
sobre tuberculose multidrug resistant (MDR, 
multirresistente) e tuberculose extensively drug 

resistant (XDR, extensivamente resistente) no 
grupo dos 22 países responsáveis por 80% dos 
casos de tuberculose no mundo, no qual o Brasil 
ocupa a 19a colocação.(2)

No Brasil, em 2010, entre os pacientes com 
risco de albergarem cepas de M. tuberculosis 
resistentes (em falência de esquema, em 
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Utilizou-se um formulário próprio, contendo 
as seguintes variáveis: idade, sexo, alcoolismo, 
tabagismo, uso de drogas ilícitas, neoplasia, 
diabetes, sorologia para HIV, uso prévio de 
pirazinamida, abandono ou irregularidade de 
tratamento anterior, relato de alta por cura e 
de uso adequado de medicação.

Os pacientes incluídos foram organizados 
em dois grupos. O primeiro foi constituído por 
indivíduos recém-diagnosticados, virgens de 
tratamento e atendidos no hospital, denominado 
grupo virgem de tratamento (VT). O segundo 
grupo foi representado por pacientes previamente 
tratados com drogas antituberculose de primeira 
linha, alguns submetidos a mais de um curso de 
tratamento e outros internados, fazendo uso de 
esquemas de tratamento com drogas de reserva, 
denominado grupo retratamento (RT).

Após a coleta e o transporte do escarro para 
o laboratório, o material foi depurado usando-se 
o método N-acetilcisteína e hidróxido de sódio.(9) 
A pesquisa direta de BAAR foi realizada através 
da coloração de Ziehl-Neelsen. Utilizaram-se 
para o cultivo de micobactérias o meio sólido de 
Löwenstein-Jensen e o meio líquido Middlebrook 
7H9 enriquecido com albumina bovina, glicose, 
catalase e ácido oleico (OADC; Becton Dickinson 
Co. Sparks, MD, EUA). Esse meio foi tornado 
seletivo pela adição de uma mistura de antibióticos: 
polimixina B, anfotericina B, ácido nalidíxico, 
trimetoprima e azlocilina (PANTA; Becton 
Dickinson). Após a inoculação, os meios de cultivo 
foram colocados em estufa a 37°C e avaliados 
quanto à presença de crescimento bacteriano 
após 7 dias de incubação, com o objetivo de se 
detectar eventuais micobactérias de crescimento 
rápido e, em seguida, reincubados e reavaliados 
em 30 e 60 dias antes de as amostras serem 
descartadas como negativas. Na identificação 
das culturas, empregou-se a reação em cadeia 
polimerase em tempo real, ensaio in house. 
A plataforma utilizada foi a TaqMan, com o 
desenho dos iniciadores e sondas desenvolvidos 
e validados anteriormente.(10)

Todas as culturas positivas foram submetidas a 
testes de sensibilidade. Utilizou-se o método das 
proporções, opção indireta, como preconizado por 
Canetti et al.(11) Os fármacos foram adicionados 
ao meio de Löwenstein-Jensen nas seguintes 
concentrações: estreptomicina, 4 µg/mL; isoniazida, 
0,2 µg/mL; rifampicina, 40 µg/mL; e etambutol, 
4 µg/mL. Os meios de Löwenstein-Jensen, com 

recidiva ou no retorno após abandono), testes 
de sensibilidade aos fármacos foram realizados 
em apenas 32% dos casos, e a região Nordeste 
foi a que apresentou o menor valor para esse 
indicador (15,2%). Notificaram-se, naquele ano, 
611 casos de tuberculose MDR, comparados a 
334 em 2001, ou seja, houve um crescimento 
de 82% entre os anos analisados.(3)

A pirazinamida é um fármaco de primeira 
linha, utilizada no tratamento da tuberculose, 
tanto em pacientes recém-diagnosticados como 
no tratamento da tuberculose MDR.(4) Apesar 
disso, testes de sensibilidade à pirazinamida 
não são realizados rotineiramente em muitos 
laboratórios, devido às dificuldades técnicas. 
Uma vez que o M. tuberculosis somente quebra a 
molécula da pirazinamida através da sua enzima 
pirazinamidase, produzindo ácido pirazinoico, a 
forma ativa do fármaco, em pH ácido, há uma 
correlação direta entre o pH e a concentração 
inibitória mínima do fármaco. Logo, ocorre 
um conflito, principalmente porque ocorre a 
inibição de muitas linhagens de micobactéria em 
pH mais baixo. Assim, a variação nas técnicas 
de antibiograma prejudica os dados sobre os 
índices de prevalência da resistência global à 
pirazinamida.(5,6)

No Brasil, a maioria dos estudos sobre a 
resistência aos fármacos antituberculose não 
relata a realização de testes de sensibilidade a 
pirazinamida.(7,8) Além disso, em Pernambuco, 
por exemplo, não há sequer pesquisas recentes 
sobre a resistência aos fármacos antituberculose 
em geral. O presente estudo pretende preencher 
essa lacuna relatando a frequência de resistência 
primária e adquirida aos fármacos antituberculose, 
inclusive à pirazinamida, em linhagens de 
M.  tuberculosis isoladas de pacientes com 
tuberculose pulmonar atendidos em hospital 
de referência em Pernambuco.

Métodos

Estudo prospectivo, descritivo, realizado no 
período entre abril e novembro de 2011, num 
hospital de referência para o tratamento de 
tuberculose no estado de Pernambuco. Foram 
incluídos pacientes com idade igual ou superior 
a 18 anos, com cultura de escarro positiva para 
M. tuberculosis. O estudo foi aprovado pelo comitê 
de ética em pesquisa do hospital, protocolo 
nº 0.33.06.11.
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Resultados

Foram incluídos no estudo 93 pacientes 
com suspeita de tuberculose. Posteriormente, 
21 pacientes foram descartados por apresentarem 
cultura negativa de escarro para M. tuberculosis, 
e 1 paciente foi excluído por ter infecção por 
M. bovis, cepa intrinsecamente resistente 
à pirazinamida. A população do estudo foi 
constituída, então, por 71 pacientes.

Na distribuição por grupos, pertenciam aos 
grupos VT e RT, respectivamente, 37 (52,1%) e 
34 (47,9%) pacientes.

A idade dos pacientes do grupo VT variou de 
21 a 76 anos, com média de 41,0 anos, mediana 
de 40,0 anos e desvio-padrão de 13,90 anos. No 
grupo RT, a idade variou de 25 a 76 anos, com 
média, mediana e desvio-padrão, respectivamente, 
de 40,00, 37,50 e 10,73 anos. Através do teste 
t de Student com variâncias iguais, não houve 
diferença significativa entre os dois grupos em 
relação à média da idade (p = 0,738).

Na Tabela 1, apresentam-se as características 
dos pesquisados de forma comparativa entre os 
grupos, com os seguintes destaques: no grupo 
total, a maioria (67,6%) era do sexo masculino; 
um pouco mais da metade (52,1%) tinha de 
18 a 39 anos; as comorbidades alcoolismo e 
tabagismo foram as mais frequentes (71,8% 
e 59,2%, respectivamente), com a ressalva de 
que um mesmo paciente poderia apresentar 
simultaneamente mais de uma comorbidade. No 
grupo RT, todos os pacientes relataram ter feito 
uso prévio do fármaco pirazinamida (100,0%); 
55,9% admitiram ter abandonado o tratamento; 
20,6% relataram ter utilizado o medicamento 
corretamente; 14,7% relataram alta por cura; e 
os 8,8% restantes do grupo admitiram ter feito 
uso irregular do medicamento. Para a margem 
de erro fixada, alcoolismo foi a única variável 
com diferença significativa entre os grupos RT 
e VT (85,3% vs. 59,5%; p = 0,016).

Na Tabela 2, os resultados dos testes de 
sensibilidade para cada um dos cinco fármacos 
testados são apresentados. É possível verificar 
que, no grupo VT, houve um caso de resistência 
à isoniazida e um de resistência à estreptomicina; 
todos os demais resultados foram classificados 
como sensíveis. Já no grupo RT, as proporções de 
casos resistentes variaram de 41,2% (pirazinamida) 
a 85,3% (isoniazida), indicando diferenças 
significativas entre os dois grupos em relação aos 

e sem fármacos, foram solidificados em um 
coagulador a 80°C durante 45 minutos.

Em relação aos testes de suscetibilidade 
à pirazinamida, um estudo anterior(6) propôs 
300 µg/mL de pirazinamida no meio líquido 
7H9  OADC como o ponto de corte para a 
definição de resistência à pirazinamida. Dado 
que a pirazinamida é completamente convertida 
a ácido pirazinoico, a pirazinamida teórica foi 
estimada em 156 µg/mL, de acordo com a 
equação de Henderson-Hasselbalch. Portanto, 
no presente estudo, optou-se realizar os testes de 
sensibilidade à pirazinamida em meio 7H9 OADC 
contendo 200 µg/mL e com o pH ajustado para 
5,9, como preconizado naquele estudo.(6)

O teste da pirazinamidase foi realizado pelo 
método de Singh et al.(1) Para cada caso, dois 
tubos foram inoculados e incubados a 37°C. Após 
4 dias, adicionou-se a um dos tubos 500 µg de 
uma solução de sulfato de ferro e amônia a 1%, 
preparada imediatamente antes do uso. Qualquer 
mudança de tonalidade de branco para róseo ou 
castanho foi considerada como reação positiva. 
Se aquele tubo testasse negativo, sua duplicata 
era reincubada e uma nova avaliação era realizada 
no décimo dia. Todas as culturas pirazinamidase 
negativas foram submetidas a uma reação em 
cadeia de polimerase em tempo real,(12) com o 
propósito de se detectar uma possível linhagem 
de M. bovis, espécie intrinsecamente resistente 
à pirazinamida e, portanto, não produtora de 
pirazinamidase.

Para a análise dos dados, foram utilizadas 
distribuições absolutas e percentuais uni e 
bivariadas para as variáveis categóricas, assim 
como as medidas estatísticas média, mediana e 
desvio-padrão para a variável idade (técnicas de 
estatística descritiva). Foram utilizados o teste 
t de Student com variâncias iguais e o teste do 
qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de 
Fisher quando as condições para utilização do 
teste do qui-quadrado não foram verificadas 
(técnicas de estatística inferencial). A verificação 
da hipótese de igualdade de médias foi realizada 
através do teste F de Levene.

A margem de erro utilizada na decisão dos 
testes estatísticos foi de 5,0%. Os dados foram 
digitados em uma planilha Excel, e os cálculos 
estatísticos foram realizados no programa Statistical 
Package for the Social Sciences, versão 17.0 
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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Tabela 1 - Caracterização dos pacientes virgens de tratamento ou em retratamento com diagnóstico de 
tuberculose pulmonar atendidos em um hospital de referência para o tratamento de tuberculose no Recife 
(PE), abril-novembro de 2011.

Variáveis
Grupo

Total
pVT RT

n % n % n %
Sexo        

Masculino 23 62,2 25 73,5 48 67,6 0,307*
Feminino 14 37,8 9 26,5 23 32,4  

Idade, anos        
18-39 17 45,9 20 58,8 37 52,1 0,519**
40-59 16 43,2 12 35,3 28 39,4  
60 ou mais 4 10,8 2 5,9 6 8,5  

Comorbidades        
Diabetes 6 16,2 1 2,9 7 9,9 0,109**
HIV 3 8,1 3 8,8 6 8,5 1,000**
Sem comorbidades 7 18,9 5 14,7 12 16,9 0,636*
Alcoolismo 22 59,5 29 85,3 51 71,8 0,016*
Tabagismo 21 56,8 21 61,8 42 59,2 0,668*
Uso de drogas ilícitas 8 21,6 7 20,6 15 21,1 0,915*

Retratamento da tuberculose        
Uso prévio de pirazinamida   34 100,0   N/A
Abandono   19 55,9   N/A
Irregularidade   3 8,8   N/A
Alta por cura   5 14,7   N/A
Uso adequado da medicação   7 20,6   N/A

Total 37 100,0 34 100,0 71 100,0  
VT: virgens de tratamento; e RT: retratamento. *Teste do qui-quadrado de Pearson. **Teste exato de Fisher.

Tabela 2 - Resultados dos testes de sensibilidade para cada um dos cinco fármacos nas cepas de M. tuberculosis 
de pacientes com tuberculose pulmonar virgens de tratamento ou em retratamento, atendidos em um hospital 
de referência para o tratamento de tuberculose no Recife (PE), abril-novembro de 2011.

Testes de sensibilidade
Grupo

Total
p*VT RT

n % n % n %
Pirazinamida        

Resistente - - 14 41,2 14 19,7 < 0,001
Sensível 37 100,0 20 58,8 57 80,3  

Rifampicina        
Resistente - - 22 64,7 22 31,0 < 0,001
Sensível 37 100,0 12 35,3 49 69,0  

Isoniazida        
Resistente 1 2,7 29 85,3 30 42,3 < 0,001
Sensível 36 97,3 5 14,7 41 57,7  

Etambutol        
Resistente - - 19 55,9 19 26,8 < 0,001
Sensível 37 100,0 15 44,1 52 73,2  

Estreptomicina        
Resistente 1 2,7 17 50,0 18 25,4 < 0,001
Sensível 36 97,3 17 50,0 53 74,6  

Total 37 100,0 34 100,0 71 100,0  
*Teste do qui-quadrado de Pearson.
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A coinfecção tuberculose/HIV esteve 
presente em igual frequência nos grupos VT 
e RT, demonstrando a íntima relação entre 
as duas doenças. Na realidade, em países em 
desenvolvimento, como o Brasil, a tuberculose é, 
frequentemente, a primeira infecção oportunista 
da AIDS.(20,21) Em uma pesquisa realizada em Belo 
Horizonte (MG), se observou sorologia positiva 
para HIV em 12,5% dos casos de tuberculose.
(22) Na África do Sul, onde existe uma elevada 
proporção de infecção pelo HIV na população geral 
(acima de 20%) e baixas proporções de cura no 
tratamento antituberculose, foi possível observar 
um aumento de tuberculose MDR e inúmeros 
surtos de tuberculose XDR, principalmente em 
hospitais e prisões que não adotavam medidas de 
controle da infecção por tuberculose, propostas 
desde 1999 pela Organização Mundial da Saúde.(23)

No Brasil, a maior parte dos casos de 
tuberculose MDR é pós-primária ou adquirida, 
não relacionada à coinfecção pelo HIV ou a surtos 
institucionais, resultando da irregularidade e do 
abandono do tratamento. A proporção de casos 
novos de tuberculose MDR entre os casos novos 
de tuberculose é de 0,9%.(21) Na presente pesquisa, 
no grupo VT, 1 (2,7%) e 1 (2,7%) paciente, 
respectivamente, apresentaram resistência primária 
à isoniazida e à estreptomicina, ou seja, maior 
que a média nacional. No entanto, o estudo 
foi realizado em um hospital de referência 
para o tratamento de tuberculose, o que pode 
superestimar a frequência. Entretanto, houve 
ausência de resistência primária à pirazinamida.

Observou-se resistência à pirazinamida 
em 14/71 cepas; todos os pacientes dos quais 
essas cepas foram isoladas relataram o uso 
prévio desse fármaco, e 6/14 afirmaram ter 
abandonado o tratamento anterior. Em João 
Pessoa (PB), avaliando-se o perfil de resistência 
em uma instituição pública de referência para o 
tratamento de tuberculose MDR/XDR, observou-se 

resultados de sensibilidade a todos os fármacos 
testados (p < 0,05 para todos).

No estudo da associação do teste da produção 
da enzima pirazinamidase com os resultados do 
teste de sensibilidade à pirazinamida, a Tabela 3 
mostra que a proporção de casos resistentes 
ao fármaco foi mais elevada quando a enzima 
pirazinamidase estava ausente do que quando 
essa estava presente (90,9% vs. 6,7%). Essa 
diferença indica uma associação significativa 
entre a presença da enzima e a sensibilidade 
ao fármaco (p < 0,001).

Discussão

Em relação às características demográficas, 
observa-se na presente amostra um predomínio 
da população masculina (67,6%), resultado 
semelhante ao de outros estudos.(13-17) No que 
concerne à faixa etária, não há uma padronização 
nos estudos. Na presente amostra, a tuberculose 
predominou entre 18 e 39 anos, resultado também 
encontrado em um inquérito realizado no Rio 
de Janeiro.(14)

As comorbidades são fatores de risco para a 
ocorrência de formas clínicas mais graves e de 
difícil diagnóstico ou aquelas responsáveis por 
interferir no sucesso do tratamento da tuberculose. 
O alcoolismo e o tabagismo estão claramente 
relacionados à tuberculose MDR.(15,16) Outros 
estudos evidenciaram que o alcoolismo(18) e a 
presença de HIV/AIDS são fatores associados ao 
abandono de tratamento da tuberculose pulmonar.
(19) No presente estudo, observaram-se elevados 
índices de alcoolismo (71,8%) e de tabagismo 
(59,1%). Isso ocorreu de forma semelhante nos 
grupos VT e RT, podendo estar relacionado 
com a suscetibilidade à doença. No entanto, o 
alcoolismo foi a única variável com diferença 
significativa entre os grupos VT e RT podendo estar 
associado a uma maior frequência de abandono 
de tratamento.

Tabela 3 - Resultados do teste da pirazinamidase e do teste de sensibilidade à pirazinamida em cepas de 
M. tuberculosis de pacientes atendidos em um hospital de referência para o tratamento de tuberculose no 
Recife (PE), abril-novembro de 2011.

Teste da pirazinamidase
Teste de sensibilidade a pirazinamida

Total
p*Resistente Sensível

n % n % n %
Positivo 4 6,7 56 93,3 60 100,0 < 0,001
Negativo 10 90,9 1 9,1 11 100,0
Total 14 19,7 57 80,3 71 100,0
*Teste exato de Fisher.
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apresentaram atividade ao teste da pirazinamidase, 
e 1 (1,7%) cepa apresentou resultado negativo 
para esse teste apesar de ter se mostrado sensível 
à pirazinamida. Isso sugere que outras regiões 
genômicas, diferentes do gene pncA, podem 
governar a resistência à pirazinamida, apoiadas 
por mecanismos alternativos de resistência, tais 
como a insuficiente captação do fármaco ou a 
presença de uma bomba de efluxo ativo, o que 
limitaria a utilidade do teste da pirazinamidase.

Estudos anteriores relataram, também, cepas 
de M. tuberculosis resistentes à pirazinamida 
com resultados de pirazinamidase positivos.(1,28) 
Singh et al. identificaram 6 cepas com resultado 
positivo para pirazinamidase de 35 cepas resistentes 
à pirazinamida. Vale salientar que todas as cepas 
foram obtidas de pacientes que tinham realizado 
tratamento anterior para tuberculose,(1) de forma 
semelhante às do presente estudo. Talvez a 
utilização do teste da pirazinamidase, por sua 
simplicidade e baixo custo, seja importante 
como um método de triagem para a avaliação 
da resistência à pirazinamida, especialmente 
em países em desenvolvimento, respeitando-se, 
para a análise dos resultados, sua sensibilidade 
e especificidade.

A frequência de cepas resistentes à pirazinamida 
(41,2%) em pacientes com tuberculose no grupo 
RT encontrada no presente estudo destaca a 
necessidade da realização de testes de avaliação da 
sensibilidade à pirazinamida no acompanhamento 
desses pacientes.
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que, de 22 pacientes, 12 (55%) apresentaram 
resistência à pirazinamida, índice esse maior 
que o encontrado em nosso trabalho, enquanto 
21 (95%) realizaram tratamento anterior para 
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