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RESUMO 

Coxiella burnetii é uma bactéria de morfologia cocobacilo, gram negativa, estritamente 
intracelular, do gênero Rickettsia causadora de zoonoses em mamíferos. Está envolvida na 
patogênese da febre Q e, na maioria das vezes, desencadeia um quadro agudo que tende a 
ser subclínico (60% dos casos) ou autolimitado. Sabe-se que a febre Q está associada a 5% das 
ocorrências desta afecção cardíaca, como também está entre as principais causadoras de 
endocardite com cultura bacteriana negativa. O diagnóstico da endocardite passa por cultura 
de sangue, excisão de tecido da válvula cardíaca ou dos êmbolos, PCR e sorologia. Para se 
confirmar o diagnóstico é necessário que haja a detecção microbiana por cultura ou PCR com 
um perfil sorológico correspondente e, ainda, ausência de indícios de infecção. O objetivo 
desse trabalho foi verificar a prevalência de endocardites por Coxiella burnetii dentre 
endocardites com culturas negativas em válvulas cardíacas humanas congeladas em um 
hospital de referência em Brasília. Inicialmente, foram selecionadas novas 25 amostras de 
valvas cardíacas humanas, além das 20 anteriormente processadas, que se encontram 
congeladas a 20º C negativos, acondicionadas em frascos individuais estéreis, no Instituto de 
Cardiologia do Distrito Federal-ICDF, nas quais se utilizou metodologia com princípios 
moleculares de detecção desenvolvida no PIC 2018/2019. O material genético é extraído a 
partir de aproximadamente 200 mg de tecido originário de valvas cardíacas que são colocadas 
em tubos plásticos de 1,5 mL e macerados mecanicamente com pistilo de vidro durante 2 
minutos. O tampão de extração utilizado é 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0 e 0,3% 
Triton X-100 sendo posteriormente usados fenol/ clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) no 
processo de extração do DNA. Em seguida, realiza-se nested-PCR com consequente 
amplificação do material genético. A extração de DNA produz, em média, 40 ng/ul de DNA 
total. Esses DNA`s são então diluídos e usados nas reações de nested-PCR. A primeira reação 
de PCR gera fragmentos de tamanho esperado de 485 pb. Submetendo-se as amostras ao 
segundo ciclo de PCR deve-se obter fragmentos de tamanho esperado de 260 pb. Das 20 
amostras de DNA testadas (incluídas as mesmas do PIC 2018-2019), 7 amostras de válvulas 
cardíacas foram identificadas como positivas para a presença de DNA da bactéria Coxiella 
burnetti. As demais amostras não resultaram em amplificação, sendo consideradas como 
negativas quanto à presença do DNA dessa bactéria. Em conclusão, a suspeita dos 
pesquisadores se confirmou pelos resultados obtidos gerando esperança com a expectativa 
de resultados futuros nas demais amostras congeladas disponíveis. No segundo semestre de 
2019, as 20 amostras incialmente preparadas, contando as do PIC 2018-2019, foram 
analisadas, os materiais solicitados e novas bibliografias buscadas.  Em 2020, não foi possível 
o preparo de novas valvas, que estão congeladas, e nem a realização das pesquisas, já que que 
os laboratórios do UniCEUB permanecem sem acesso e o funcionamento do laboratório da 
EMBRAPA está restrito e sobrecarregado com outras demandas, devido ao período paralisado 
pelo isolamento social. Infelizmente, não foi possível concluir a pesquisa da maneira esperada, 
mesmo havendo os materiais comprados e as valvas disponíveis. 

Palavras-Chave: Endocardite. Coxiella burnetii. PCR. 
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INTRODUÇÃO 

A endocardite é uma doença grave que se não tratada pode ser letal e é caracterizada 

pela inflamação do tecido mais interno do coração, o endocárdio. Vários são os gatilhos para 

que esta inflamação ocorra, sendo um deles a infecção por microorganismos, sendo assim, 

endocardite infecciosa. Dentro desta causa específica, há um microorganismo que chama 

atenção para a sua capacidade de desencadear tal processo e ser de difícil identificação, a 

bactéria Coxiella burnetti. 

Esta é um cocobacilo, gram-negativo, causadora de zoonoses e exclusivamente 

intracelular, transmitida tanto por aerossóis como por contato com ruminantes. (AGERHOLM 

et al., 2016; ARMSTRONG, MCCARTHY e HORVATH, 2018; ELDIN et al., 2017; MATTAR et al., 

2014; MILLION e RAOULT, 2015; STAIN e RAOULT, 1992; SICILIANO, 2014; FENOLLAR, 

FOURNIER e RAOULT, 2004). É o patógeno associado a febre Q, uma enfermidade que pode 

transcorrer com quadro agudo (síndrome febril, pneumonia atípica e hepatite granulomatosa) 

ou com quadro crônico, o qual tende a ser subdiagnosticado. (DRAGAN, KURTEN e VOTH, 

2019; BROUQUI, DUMLER e RAOULT, 1994; MILLION, LEPIDI e RAOULT, 2009; DUPONT, 

THIRION e RAOULT, 1994; SICILIANO et al., 2008; MARRIE, 1985). Ademais, pacientes que já 

apresentam ou possuem uma valvulopatia, implante cardíaco, anormalidade vascular ou 

imunossupressão estão mais predispostos a desenvolverem o quadro crônico quando 

infectados.  

Dentro deste contexto, sabe-se que a febre Q está associada a 5% das endocardites 

infecciosas e é uma das principais causas de endocardite com cultura bacteriana negativa. 

(TATTEVIN et al., 2015; SICILIANO, 2014; BROUQUI e RAOULT, 2001). Soma-se a isto, o fato do 

diagnóstico de endocardite infecciosa por Coxiella burnetti ser baseado em métodos pouco 

sensíveis a sua detecção como hemocultura e sorologia, já que o germe é intracelular, como 

também, o fato dos achados macroscópicos das valvas acometidas serem inespecíficos para a 

febre Q. Portanto, os métodos mais adequados para uma correta análise desta situação são 

métodos que possibilitem a detecção de proteínas específicas desta bactéria, como a imuno-

histoquímica, ou de seu DNA, como a análise por PCR.  

Alguns autores já conseguiram detectá-la em válvulas cardíacas congeladas por análise 

genômica de PCR e, portanto, o objetivo deste estudo é reproduzir este achado em válvulas 
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cuja cultura bacteriana foi negativa, mas ainda assim suspeitava-se de uma endocardite 

infecciosa. Dessa forma, com achados positivos para a bactéria, os autores acreditam que 

possam traçar um novo raciocínio epidemiológico, focado na incidência desta bactéria 

específica, para as endocardites infecciosas em Brasília. 
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FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Endocardite é uma infecção crônica e grave dos folhetos internos cardíacos que pode 

levar a inúmeras complicações e até mesmo ao óbito, sendo uma de suas causas a febre Q. 

Esta enfermidade, por sua vez, é um quadro infeccioso de difícil diagnóstico tanto clínico 

quanto laboratorial, uma vez que a maioria dos casos são subclínicos ou autolimitados e seu 

agente etiológico é raramente detectado por métodos de pesquisa microbiológicos 

convencionais. Sendo assim, torna-se uma hipótese diagnóstica pouco considerada. Ao 

trabalhar com o cocobacilo gram negativo intracelular Coxiella burnetii, causador de zoonoses 

em mamíferos e especificamente da febre Q, o presente estudo teve o propósito de associar 

casos clínicos de endocardite com resultados negativos de cultura bacteriana, para a bactéria 

em questão, a fim de se estabelecer uma relação de prevalência entre endocardites com estas 

características e a presença, até então não confirmada, da C. burnetti, uma vez que na maioria 

das vezes os quadros agudos são subclínicos ou autolimitados (60% dos casos são 

assintomáticos) e 5 % das endocardites podem estar associadas a bactéria em questão 

(AGERHOLM et al., 2016; DUPONT, THIRION e RAOULT, 1994; RAOULT, MARRIE e MEGE, 2005; 

ARMSTRONG, MCCARTHY e HORVATH, 2018; AGERHOLM et al., 2016; ELDIN et al., 2017; 

MILLION e RAOULT, 2015; MATTAR et al., 2014; STEIN e RAOULT, 1992; SICILIANO, 2014; 

FENOLLAR, FOURNIER e RAOULT, 2004; TATTEVIN et al., 2015; SICILIANO, 2014; BROUQUI e 

RAOULT, 2001). Quando sintomáticos, a clínica é manifestada por síndrome febril, pneumonia 

atípica e hepatite granulomatosa (BROUQUI, DUMLER e RAOULT,1994; MILLION e RAOULT, 

2015; DUPONT, THIRION e RAOULT, 1994; SICILIANO, 2014; MARRIE, 1985). Segundo 

Agerholm (2016), naqueles pacientes que apresentam alguma comorbidade associada como 

valvulopatias, implantes cardíacos, imunossupressão e anormalidades vasculares, 

encontramos uma alta predisposição ao desenvolvimento da infecção crônica a qual possui 

taxas de mortalidade que atingem os 60% (RAOULT, MARRIE e MEGE,2005; KAMPSCHREUR et 

al., 2012). É nesse contexto que o paciente apresenta o quadro de inflamação do endocárdio, 

que foi alvo do presente estudo (RAOULT et al., 2011). O acometimento do folheto interno do 

coração envolve as valvas aórticas e/ou mitral, válvulas prostéticas e inclui a formação de 

aglomerados de fibrina-vegetações. Infiltrado leucocitário e calcificações também são 

encontrados (FENOLLAR et al., 2006; LEPIDI et al., 2006; BROUQUI, DUMLER e RAOULT, 1994; 

LEPIDI et al., 2003). Êmbolos sépticos podem se desprender do tecido valvar e repercutir em 
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infartos esplênicos, renais e cerebrais (FAUCON et al., 2018; BROUQUI, DUMLER e RAOULT, 

1994). As vegetações fibrinóides são encontradas em apenas 12,5% dos exames 

ecocardiográficos sendo tal fato explicado por sua particular ausência ou apresentação 

nodular pequena (BROUQUI e RAOULT, 2001). Assim, os diagnósticos só ocorrem após meses 

ou até mesmos ficam ocultados (LANDAIS et al., 2007; BROUQUI, DUMLER e RAOULT, 1994).  

O diagnóstico da endocardite passa por cultura de sangue, excisão de tecido das 

válvulas cardíacas ou dos êmbolos, PCR e sorologia (GAUDUCHON et al., 2003). Para que seja 

confirmado, é necessário que haja a detecção bacteriana por cultura ou PCR, junto a um perfil 

sorológico correspondente e ainda ausência de evidências de infecção aguda (MARES-GUIA et 

al., 2014; KAMPSCHREUR et al., 2012). Além disso, os achados patológicos das valvas de 

pacientes acometidos com a febre Q são inespecíficos e os métodos citados possuem baixa 

sensibilidade (LEPIDI et al., 2003; FENOLLAR, FOURNIER e RAOULT, 2004). Sendo assim, a 

imuno-histoquímica e a PCR são potentes alternativas para a confirmação etiológica em 

materiais biológicos (BROUQUI, DUMLER e RAOULT, 1994; LEPIDI et al., 2003). Além disso, a 

técnica possibilita utilizar formas de microrganismos que não são mais viáveis em outros 

métodos que não envolvam amplificação genética (STEIN e RAOULT, 1992).  

 Nos últimos anos, diversos ensaios utilizando PCR, nested PCR ou real-time PCR por 

LightCycler vem sendo desenvolvidos para detecção de DNA em culturas e amostras clínicas 

(ZEAITER et al., 2003). A reação em cadeia da polimerase (PCR) utiliza primers de 

oligonucleotídios específicos e Taq DNA polimerases para amplificar a quantidade de cópia do 

material genético, uma vez que sua aplicação aumenta drasticamente a sensibilidade e 

aplicabilidade dos testes moleculares (JANE et al., 2014; SHPYNOV et al, 2018). Os alvos da 

detecção são sequências genéticas singulares originárias de cromossomos (com1 or htpB), 

plasmídeos (QpH1, QpRS) ou de genes de transposição de elementos inseridos IS1111, que 

estão presentes em 20 cópias do genoma da C. burnetii Nine Mile RSA493 strain (WACHTER 

et al., 2018; KLEE et al., 2006). Desta maneira, para se fazer o diagnóstico por PCR é pré-

requisito ter uma sequência alvo específica para a C. burnetii que afaste os resultados falsos 

positivos, se mantenha conservada e esteja presente em todas as bactérias isoladas, a fim de 

que se previna também os falsos negativos (KLEE et al., 2006). Assim, os autores buscaram a 

partir do estudo da literatura e de experiências prévias de pesquisadores, formas de pesquisa 

molecular para encontrar material genético das amostras teciduais congeladas.  
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METODOLOGIA 

Tipificação 

A natureza do estudo desenvolvido é uma análise genômica por meio de experimentos 

laboratoriais. Ou seja, é a pesquisa da presença do DNA da bactéria Coxiella burnetti via reação 

em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de válvulas cardíacas congeladas. 

 

Caracterização do Local de Pesquisa  

Uma vez que a pesquisa lida com material biológico e um método de análise molecular 

muito específico, foram necessárias várias colaborações para desenvolve-la. Primeiramente, 

o material biológico (as válvulas cardíacas) saiu do laboratório de microbiologia clínica do 

Instituto de Cardiologia do Distrito Federal (ICDF), onde estavam armazenadas em uma 

geladeira a -20ºC e cada amostra em um frasco individual estéril. 

O segundo local de pesquisa foi o laboratório de microbiologia do UniCEUB, onde após 

o transporte estéril das amostras, elas foram armazenadas na geladeira deste ambiente até o 

dia da coleta de fragmentos das válvulas, conforme o mais adequado para o sequenciamento 

de DNA. Após a extração de fragmentos (apêndice 1), todo o material continuou armazenado 

neste laboratório até poder ser transportado para o próximo laboratório.  

O terceiro e último local de pesquisa foi o laboratório de bacteriologia da EMBRAPA. 

Este teve de ser incluído no processo, uma vez que é o único que possui a instrumentação 

necessária para se realizar um sequenciamento de DNA por meio da reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Por meio da ajuda do Prof. e Dr. Paulo Roberto Martins Queiroz, professor 

do UniCEUB e funcionário da EMBRAPA, as amostras já quantificadas e identificadas foram 

submetidas ao sequenciamento.  

 

Objeto de Estudo 

Como já mencionado, o objeto de pesquisa é dar continuidade à análise de válvulas 

cardíacas humanas que foram extraídas de pacientes que apresentaram endocardite e cultura 

bacteriana negativa, porém, com grande suspeita clínica de endocardite infecciosa. Estas 
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foram extraídas em cirurgias de substituição de válvulas devido a gravidade do quadro clínico 

destes pacientes acometidos, sendo assim, a melhor terapêutica vigente nestes contextos. 

 

Delimitação e Universo das Amostras 

A definição da população estudada se restringiu a pacientes cujo quadro clínico era 

compatível com endocardite infecciosa, investigação clínica e laboratorial também diziam a 

favor da enfermidade, mas a cultura bacterina não correspondia ao raciocínio diagnóstico. 

Como o intuito da pesquisa é identificar a presença da bactéria e correlaciona-la a um perfil 

epidemiológico, principalmente quanto a incidência desta, nenhum critério de exclusão 

quanto a qual válvula foi analisada, faixa etária dos pacientes em que elas foram removidas, 

se havia a presença de comorbidades associadas e se as válvulas acometidas eram originais 

ou já válvulas substitutas foram aplicados. 

 

Geração de Dados 

Os dados coletados foram obtidos por meio dos resultados apresentados pela 

metodologia PCR. 

 

Procedimentos Metodológicos 

Primeiramente, 20 amostras foram transportadas do ICDF para o laboratório de 

microbiologia do UniCEUB dentro de um recipiente de isopor com gelo dentro para manter a 

temperatura ao longo do transporte. Chegando ao 2º laboratório, elas foram armazenadas na 

geladeira deste até o dia seguinte em que seria feita a extração de fragmentos. 

Na segunda etapa do processo, no laboratório do UniCEUB, as amostras foram 

retiradas da geladeira e deixadas sobre a bancada para descongelar por 1 hora. Enquanto isto, 

o material para a extração dos fragmentos foi organizado. Neste momento, foram necessários 

20 tubos de eppendorf, 20 pares de luvas estéreis, uma balança, 20 lâminas de bisturi, 2 cabos 

de bisturi, 2 pinças Kelly, 1 estante para eppendorf, caneta e fita crepe. 
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Sendo assim, após as amostras terem sido descongeladas, cada uma foi aberta e com 

o auxílio de um bisturi e uma pinça Kelly foi extraído um fragmento de cada válvula. Cada 

fragmento foi acondicionado em um eppendorf separadamente, pesado e identificado com 

uma letra do alfabeto. Devido aos diferentes tamanhos das válvulas e, algumas vezes, a 

presença de material ressecado foi difícil manter um padrão de quantidade e o peso dos 

fragmentos variou de 0,147g a 0,645g. Ademais, para evitar qualquer tipo de contaminação 

entre as amostras devido à manipulação, o par de luvas estéreis utilizado pelos pesquisadores 

e a lâmina do bisturi eram trocadas, assim com o cabo do bisturi e a pinça Kelly eram lavados 

com água corrente e álcool a 70%. Desta etapa da pesquisa, resultou no apêndice 1. Após este 

processo, a estante de eppendorf com as respectivas amostras voltou a ser condicionada na 

geladeira do laboratório de microbiologia junto ao restante das amostras originais.  

Após esta etapa de preparo, a estante de eppendorf com as amostras identificadas foi 

transportada, também dentro de um isopor com gelo para manter a temperatura, para o 3º 

laboratório da pesquisa (de bacteriologia da EMBRAPA). Deu-se início aos procedimentos do 

sequenciamento de DNA.  

 A primeira etapa nesta fase foi a extração de DNA. Para isso, aproximadamente 100mg 

de 20 amostras de eppendorf foi retirada e colocada em tubos de plástico de 1,5mL e 

maceradas manualmente com um pistilo de vidro por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 

de 500 a 1000 µL de tampão de extração (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0 e 0,3% 

Triton X-100) a cada tubo e repetiuse o ciclo de maceração por mais 5 minutos. 

Após o referido tempo, adicionou-se 500µL de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 

(25:24:1) em cada tubo e as fases foram homogeneizadas em vortex por 5 segundos. Daí, o 

material de cada recipiente foi centrifugado por 10 minutos a 10.000xg e a 10ºC, permitindo 

a separação de fases. A fase aquosa obtida foi retirada e transferida para um novo turno 

plástico de 1,5 mL e, então, repetiu-se a fase de centrifugação descrita. 

Logo em seguida, o DNA foi precipitado pela adição de 30µL de NaCl 5M e 1 mL de 

etanol absoluto incubando os tubos durante 2h a -20ºC. Mais uma vez o material foi 

submetido a centrifugação a 10.000xg por 10 min a 10ºC. A partir disto, o DNA precipitado foi 

lavado 2 vezes com 500 µL de etanol a 70%, secado à temperatura ambiente e ressuspenso 
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em TE 0,1 X (Tris-HCl 1mM ph 8, EDTA 0,1 mM) e armazenado a -20ºC. Para as análises de 

RAPD, utilizou-se o DNA diluído 10X em TE 0,1X. 

A próxima etapa é a realização da reação em cadeia da polimerase (PCR). Para a qual 

a reação de nested-PCR foi feita adicionando-se 16,63 µL de água milliQ, 2,5 µL de tampão 

10X de PCR, 1,25µL de cloreto de magnésio, 0,5µL de dNTP (10mM), 0,75 µL dos iniciadores 

(10µM) e 0,125 µL da enzima Taq DNA polymerase. A isto somou-se ainda 5µL de DNA 

(10µg/µL) e os iniciadores (primers) utilizados foram IS111-1 direto e IS111-1 reverso.  

O ciclo de amplificação feito foi uma desnaturação inicial de 94ºC por 1 minuto, 35 

ciclos (94ºC por 1 minuto, 52ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto), mais uma amplificação 

final a 72ºC por 5 minutos. Após estes ciclos, foram retirados 5µL da 1ª reação de PCR e os 

submetidos a uma nova reação para completar o nested PCR. As condições da reação para 

completá-lo foram as mesmas já descritas anteriormente. Desta vez, porém, utilizou-se os 

iniciadores (primers) IS111-2 direto e IS111-2 reverso.  

Seguiu-se com outro ciclo de amplificação, sendo uma desnaturação inicial de 48ºC por 

minuto, 35 ciclos (94ºC por 1 minuto, 52ºC por minuto e 72ºC por 1 min) e finalizado com uma 

amplificação final a 72ºC por 5 minutos. Enfim, a visualização dos fragmentos de PCR foi feita 

em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio e visualizado em sistema foto 

documentado. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A pesquisa foi desenvolvida após adequação das pendências sinalizadas pelo CEP do 

UniCEUB, com o parecer de número 3.197.055. Das 10 amostras analisadas, a extração de 

DNA produziu em média 40 ng/µL de DNA total. Estes DNA’s foram então diluídos e usados 

nas reações de nested-PCR. A primeira reação de PCR gerou um fragmento de tamanho 

esperado de 485 pb. E o segundo ciclo de PCR a que as amostras foram submetidas, gerou um 

fragmento também de tamanho esperado de 260pb. Como mostrado na Figura 1. Realizou-se 

o processo novamente, com as outras 10 amostras disponíveis e preparadas no ano anterior, 

totalizando 20. 

Sendo assim, destas 20 amostras de DNA testadas, 7 delas positivaram para a presença 

de DNA da bactéria Coxiella burnetti: amostras E, H, K, M, N, P, Q. (Mostradas na Tabela 1). 

As demais não resultaram em amplificação, portanto, não foram identificadas como 

infectadas pela bactéria.   

Diante deste resultado, fica claro que há associação da bactéria causadora da febre q 

com quadros de endocardite e que a metodologia desenvolvida e adaptada para a realidade 

de laboratórios na Capital Federal se mostrou capaz de identificar o material genético do 

patógeno, assim como em outros países. Diferentemente dos resultados encontrados na 

literatura que estimam a associação em 5% das endocardites soronegativas, nós encontramos 

35% nas amostras analisadas (7 em 20 amostras). (TATTEVIN et al., 2015; SICILIANO, 2014; 

BROUQUI e RAOULT, 2001). Uma vez que no Brasil há poucos relatos da doença e a notificação 

dos casos em animais ou humanos não é compulsória, os achados dos pesquisadores são de 

notório impacto (DAMASCENO e GUERRA, 2018). A expectativa é expandir as buscas da 

associação nas demais valvas disponíveis, mesmo sem a manutenção da linha de pesquisa por 

projetos de iniciação científica do UniCEUB. Imaginamos que a ampliação da pesquisa para 

nível multicêntrico seja capaz (em uma visão não tão idealizada) de sugerir mudanças na 

cobertura antibiótica e que reforce a vigilância epidemiologia e infecciosa em pacientes com 

suspeita de endocardite.  

Ressalta-se que as 25 amostras inicialmente selecionadas, não chegaram a sofrer 

processamento. As valvas analisadas foram todas já previamente processadas na pesquisa 

anterior. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados superaram as expectativas preliminares e indiscutivelmente são de 

notório impacto: das 20 amostras de DNA testadas, 7 positivaram para a presença de DNA da 

bactéria Coxiella burnetti. Mesmo não mantendo 60% de positividade, como foi encontrado 

na pesquisa anterior, onde 10 valvas apenas foram analisadas. Porém, é um resultado que se 

mostra muito superior ao relatado previamente na literatura (apenas 5%). As demais não 

resultaram em amplificação, portanto, não foram identificadas como infectadas pela bactéria. 

Diante deste resultado, fica claro que há associação da bactéria causadora da febre q com 

quadros de endocardite.  

Mesmo com as adversidades, acreditamos na continuidade e ampliação da pesquisa, 

por meios próprios ou pela perpetuação via outros acadêmicos do curso de medicina, uma 

vez que os presentes autores irão se formar em breve. Acreditamos que os resultados 

continuarão corroborando com a escolha assertiva dos pesquisadores em suspeitar da 

presença da bactéria Coxiella burnetti em valvas cardíacas que até então teriam sua 

destinação para descarte. 
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APÊNDICES  

Apêndice A – Figura 1  

 

Apêndice B – Tabela de Identificação das Amostras  
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