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Resumo

Introducado: A leptospirose ¢ uma condicao clinica grave, que se manifesta com hemorragia pulmonar
e lesdo renal aguda, levando a faléncia de multiplos 6rgdos em cerca de 5 a 15% dos casos. Em
situacdes onde o diagndstico € tardio e o tratamento demora a ser instituido, a taxa de mortalidade
pode atingir cerca de 50%. A identificacdo dos pacientes com risco de desenvolver a leptospirose em
sua forma grave ndo ¢ uma tarefa facil para o clinico. Embora o suporte laboratorial e radioldgico
facilite o diagnostico, esta ndo ¢ uma realidade nos paises de média e baixa renda. Objetivo: Realizar
uma revisao da literatura buscando evidenciar as principais diretrizes para o diagndstico diferencial
da leptospirose. Método: Trata-se de um estudo exploratorio realizado na base de dados PUBMED,
utilizando a estratégia de busca leptospirosis[title] AND diagnosis/title], incluindo apenas ensaios
clinicos. Resultados: Foram incluidos 10 artigos na presente revisao. Sintese de Evidéncias: A
despeito de uma série de métodos laboratoriais eficazes para diagnostico da leptospirose, a utilizacao
de escores baseados em caracteristicas clinicas parece ser uma forma promissora para realizagdo de
um diagndstico precoce e assertivo, especialmente em locais onde as condi¢des de satde sdo
precarias.
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Abstract

Introduction: Leptospirosis is a serious clinical condition that manifests with pulmonary hemorrhage
and acute kidney injury, leading to multiple organ failure in about 5 to 15% of cases. In situations
where diagnosis is late and treatment is delayed, the mortality rate can reach about 50%. Identifying
patients at risk of developing leptospirosis in its severe form is not easy for the clinician. Although
laboratory and radiological support facilitates diagnosis, this is not a reality in low- and middle-
income countries. Objective: To perform a literature review to highlight the main guidelines for the
differential diagnosis of leptospirosis. Method: This is an exploratory study conducted in the
PUBMED database, using the search strategy leptospirosis [title] AND diagnosis [title], including
only clinical trials studies. Results: We included 10 articles in this review. Evidence Synthesis:
Despite a number of effective laboratory methods for the diagnosis of leptospirosis, the use of scores
based on clinical characteristics seems to be a promising way to make an early and assertive diagnosis,
especially in places where health conditions are poor.
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Introduciao

A leptospirose ¢ uma infeccdo zoondtica com distribuigdo global. Embora a maioria das
infecgoes seja leve e autolimitada, acredita-se que a doenga mate quase 60.000 pessoas a cada ano
(COSTA et al., 2015). Trata-se de uma condigdo clinica grave, que se manifesta com hemorragia
pulmonar e lesdo renal aguda, levando a faléncia de multiplos 6érgdos em cerca de 5 a 15% dos casos.
A despeito dessa gravidade, a taxa de mortalidade da leptospirose grave pode ser reduzida de forma
dréstica se houver um répido diagnoéstico e acesso imediato a vasopressores, terapia de substituicao
renal e ventilacdo mecanica. Todavia, em casos onde o diagndstico € tardio e o tratamento demora a
ser instituido, a taxa de mortalidade pode atingir cerca de 50% dos individuos afetados (SMITH e¢
al., 2019).

Em um recente estudo que realizou uma andlise descritiva de 180 casos de leptospirose,
ocorridos no periodo de janeiro de 1997 a dezembro de 2016, e que incluiu apenas os individuos que
contrairam a doenga em viagens, observou-se que a maioria dos afetados adquiriu a doengca no
Sudeste Asiatico, Tailandia, Costa Rica, Indonésia e Laos (VRIES et al., 2018).

A leptospirose ¢ uma endemia no Brasil e, nos meses onde as quantidades de chuva sdo
maiores, acaba se tornando uma epidemia. Este fato ¢ agravado principalmente em locais onde
existem grandes concentracdes humanas, comuns nas grandes metrépoles, onde ocorrem enchentes
constantes, onde o saneamento basico ¢ ineficiente ou insuficiente, onde o poder aquisitivo ¢
reduzido, e onde ¢ comum a existéncia de uma grande populacao de roedores (DUARTE et al., 2019).

A identificagdo dos pacientes que estdo em risco de desenvolver a leptospirose em sua forma
grave ndo ¢ uma tarefa facil para o clinico. Ja foi sugerido que a presenca de uma variedade de
caracteristicas clinicas, achados de imagem e eletrocardiografia, além da correta investigacao
laboratorial, sdo importantes para o diagnostico assertivo da doenga (MAROTTO et al., 2010).
Embora essas abordagens possam ser tteis em ambientes onde existem recursos, como por exemplo,
suporte laboratorial e radioldgico avancado, esta ndo € uma realidade nos paises de média e baixa
renda, que acabam suportando uma carga desproporcional da doenga quando comparados aos paises
desenvolvidos (SMITH et al., 2019).

Dessa forma, entende-se que a realizacdo de uma revisdo da literatura buscando compilar as
principais metodologias para identificacdo dos individuos afetados pela leptospirose, podera
contribuir para que o clinico, na vigéncia de caracteristicas, sinais e sintomas sugestivos da doenga,
possa realizar um diagnostico rapido e assertivo, permitindo a institui¢ao de tratamento precoce,
reduzindo assim a mortalidade associada a leptospirose.

Objetivo
Realizar uma revisao da literatura buscando evidenciar as principais diretrizes para o
diagndstico diferencial da leptospirose.

Método

Trata-se de uma pesquisa classificada como exploratoria, que se baseia no método de revisao
da literatura com sintese de evidéncias. A selecdo dos trabalhos foi realizada na base de dados
PUBMED, utilizando a seguinte estratégia de busca: leptospirosis[title] AND diagnosis/title]. Nao
foi estabelecido nenhum corte temporal, logo, trabalhos com qualquer data de publicagdo foram
incluidos no estudo. Somente artigos cientificos que descrevessem ensaios clinicos ou estudos
randomizados com seres humanos foram considerados na presente revisdo. Os artigos selecionados
inicialmente foram incluidos em uma biblioteca digital com a utilizagdo do software Zotero
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(FERRAZ, 2016; ZOTERO, 2019). Em seguida, uma nova busca por trabalhos de interesse, e que
pudessem complementar os resultados identificados na primeira busca, foi realizada com o intuito de
identificar principalmente artigos que apresentassem escores para diagndstico da doenca, e que por
sua vez pudessem ser utilizados para a triagem rapida de pacientes com suspeita diagnostica de
leptospirose.

Resultados
A busca pelos trabalhos ocorreu no dia 22 de julho de 2019. Foram identificados inicialmente
8 trabalhos, conforme demonstrado na Figura 1.

= NCBI Resources ™ How To (¥

PUbWEd-ﬁH‘-' PubMed ™ E_Ieptospirosis[title] AND diagnosisitle] |

US Nationsl Library of Medicine

National Institutes of Health Create RSS Create alert Advanced
Article types clear Format Summary ~ Sort by: Best Match =~ Per page: 20 ~
+ Clinical Trial
+ Clinical Trial Protocol
+ Clinical Trial, Phase | Search results

« Clinical Trial, Phase Il

Items: 8
+ Clinical Trial, Phase lll
+ Clinical Trial, Phase IV
+ Randomized Controlled Trial 0 Filters activated: Clinical Trial, Randomized Controlled Triall
Figura 1: Retorno da busca na base de dados PUBMED.

Fonte:
https://www.ncbi.nlm.nih.eov/pubmed/?term=leptospirosis%5Btitle%5D+AND-+diagnosis%5Btitle
%5D

Ap0s a busca inicial, os 8 trabalhos identificados foram inseridos na biblioteca digital. Em
seguida, foi realizada uma segunda busca por trabalhos recentes que discutissem escores para
identificacdo rapida da doenca. A referida busca identificou 2 artigos, que também foram incluidos
na biblioteca. Dessa forma, esta revisdo foi composta inicialmente por 10 artigos (Figura 2).

Titulo Autor Ano “ Publicacéo

[Evaluation of the counterimmunoelectropharesis technique for the serologic diagnosis o... Obregén Fuentes ... 1993 Revista Cubana De Medicina...
Dot-ELISA-IgM in saliva for the diagnosis of human leptospirosis using polyester fabric-r... da Silva et al. 1994 Revista Do Instituto De Medi...
Is CK-MB isoenzyme useful for diagnosis of cardiac involvement in icteric leptospirosis? Machado et al. 1995 Revista Do Instituto De Medi...
Field application of Lepto lateral flow for rapid diagnosis of leptospirosis Sehgal et al. 2003 Journal of Medical Microbial...
The use of latex agglutination for the diagnosis of acute human leptospirosis Pradutkanchana e ... 2005 Journal of the Medical Assoc...
[Laboratory advances in serologic diagnosis and research of human leptospirosis in Cubal Obregén et al. 2007 Revista Cubana De Medicina...
Early identification of leptospirosis-associated pulmonary hemorrhage syndrome by use ... Marotto et al. 2010 Journal of Infection

Evaluation of combined B cell specific N-terminal immunogenic domains of LipL21 for di... Anita et al. 2016 International Journal of Bial...

Application of a real time Polymerase Chain Reaction (PCR) assay for the early diagnosis ... Denipitiya et al. 2016 Biologicals: Journal of the In...
A simple score to predict severe leptospirasis Smith et al. 2019 PLOS Neglected Tropical Dis...

Figura 3: Biblioteca digital construida com o software Zotero.
Fonte: Dados dos autores.

Apos a leitura inicial dos resumos, verificou-se que todos os artigos atendiam aos critérios de
inclusdo previamente estabelecidos. Sendo assim, os mesmos foram lidos na integra, € os resumos
com as suas principais informagdes foram apresentados na se¢do a seguir em ordem cronologica de
publicagao.
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Revisiao da Literatura

Obregon Fuentes e colaboradores (1993), conduziram um estudo onde a técnica da
contraimunoeletroforese (CIE) foi avaliada para o diagnostico soroldgico da leptospirose, utilizando
uma preparacao antigénica da cepa Leptospira biflexa. No estudo, os autores demonstraram que a
técnica CIE apresentou sensibilidade de 82% e especificidade de 100%. Ainda, o antigeno utilizado
mostrou uma reatividade especifica ao género na detec¢ao de anticorpos em pacientes infectados por
diferentes sorogrupos da leptospirose pelo teste de microaglutinagdo. Para os autores, a estabilidade
do antigeno para a técnica CIE foi de 6 meses sem perda do titulo.

Da Silva et al. (1994), a fim de melhorar o diagnéstico da leptospirose humana, padronizaram
um teste de ELISA para a pesquisa de anticorpos anti-IgM especificos na saliva. Para tal, amostras
de saliva e soro foram coletadas simultaneamente de 20 pacientes com a forma icterorragica da
doenca, de 10 pacientes com outras patologias, € de 5 controles negativos. Leptospiras de Sorovares
icterohaemorrhagiae, Canicola, Hebdomadis brasiliensis e Cynopteri, cultivados em meio especifico
e misturados em volumes iguais, foram utilizados como antigenos na concentrag¢do individual de 0,2
microgramas / microlitro. Na fase solida do teste, os autores utilizaram um tecido de poliéster
impregnado com resina de N-metilolacrilamida. Nesse teste, o volume de antigeno foi de 1 microlitro,
o volume de saliva foi de 8 microlitros, e o volume de conjugado IgM anti-humano marcado com
peroxidase foi de 30 microlitros. Ap6s a leitura visual em solugdo cromogénica recém-preparada, os
autores definiram que, em contraste com o suporte classico sobre uma membrana de nitrocelulose, o
suporte da cultura em tecido ¢ facil de se obter ¢ de manusear. Ainda, a saliva pode ser coletada
diretamente no suporte, fato que facilita o0 método e reduz as despesas e riscos relacionados ao
processamento do sangue, facilitando assim o diagnostico laboratorial da leptospirose.

Machado e colaboradores (1995), iniciaram seu estudo com a informag¢do de que a auséncia
de insuficiéncia cardiaca ou choque cardiogénico pode caracterizar o diagnostico de envolvimento
cardiaco na leptospirose ictérica, e que sua identificagdo ¢ possivel com base em achados de
eletrocardiogramas anormais. Ainda para os autores, como os distirbios metabolicos e eletroliticos
sdo frequentemente observados durante a infec¢do aguda por leptospirose, eles poderiam ser
responsaveis por algumas alteracdes comumente identificadas no eletrocardiograma. Para comprovar
esta hipotese, 69 pacientes foram avaliados prospectivamente para verificar se as determinagdes da
isoenzima da creatinofosfoquinase sdao uteis na selecdo de pacientes com suspeita de alto
envolvimento cardiaco. Como principal resultado, os autores verificaram que 10 dos 16 pacientes
com envolvimento cardiaco, além de 25 pacientes sem afeccdes cardiacas, apresentavam niveis
elevados de CK-MB. Também foi visto que os valores médios de determinag¢do da enzima foram
significativamente maiores no grupo onde o envolvimento cardiaco havia sido identificado. Sendo
assim, a conclusdo dos autores foi de que a dosagem sérica de CK-MB nao pode ser considerada
pelos médicos como um indicador especifico de envolvimento miocardico no curso da leptospirose
ictérica.

Sehgal et al. (2003), avaliaram o ensaio de fluxo lateral para diagnostico da leptospirose em
um centro de saude primario nas Ilhas Andaman, onde a leptospirose ¢ endémica. Foram incluidos
no estudo 117 pacientes com suspeita de leptospirose, inicialmente submetidos a uma coleta de
sangue. De 104 destes pacientes também foi coletada uma amostra de convalescenca. Os critérios
padrdo para o diagnostico de leptospirose foram o isolamento de leptospiras do sangue, a
soroconversao em teste de aglutinacdo microscopica (MAT) com um titulo minimo de 100, e um
aumento de quatro vezes no titulo no MAT ou um titulo de MAT de 400 ou mais se apenas uma unica
amostra estivesse disponivel. Como principais resultados os autores afirmaram que o ensaio de fluxo
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lateral apresentou sensibilidade de 52,9% (37/70) na primeira semana de doenca, e de 86% (49/57)
nas semanas 2-4. As especificidades correspondentes foram, respectivamente, 93,6% (44/47) e 89,4%
(42/47). A sensibilidade foi de 34,3% (12/35) nos dias 2-3 da doenga, 63,3% (14/22) nos dias 4-5, ¢
84,6% (11/13) no final da primeira semana. O teste apresentou um valor preditivo positivo de 92,5%
(37/40) durante a primeira semana, ¢ de 90,7% (49/54) subsequentemente. Os valores preditivos
negativos correspondentes foram, respectivamente, 57,1% (44/77) e 84% (42/50). Para os autores, a
concordancia dos resultados com os critérios considerados padrdo foi baixa durante a primeira
semana, mas alta durante as semanas 2-4. Ainda, as taxas de positividade dos testes mostraram uma
relacdo com os titulos MAT das amostras. Sendo assim, o estudo concluiu que todos os indices de
validade e utilidade do ensaio de fluxo lateral foram semelhantes aos do ELISA, e que o referido teste
pode ser realizado a beira do leito para um diagndstico assertivo da leptospirose, visto que o sangue
total também pode ser utilizado para realizagdao do ensaio.

Pradutkanchana e Nakarin (2005), avaliaram um teste simples de aglutinacao em latex para o
sorodiagndstico da leptospirose humana aguda. No referido estudo, um total de 380 amostras de soro
de 85 pacientes com leptospirose confirmada, e 202 pacientes sem diagnostico de leptospirose,
utilizados como individuos-controle, foram selecionados. Nas avaliagdes, os pesquisadores utilizaram
a sensibilidade global e a especificidade geral do teste, que foram de 94,1% e 97,0%, respectivamente.
Os resultados do estudo demonstraram que, quando focada nos primeiros soros obtidos dos pacientes,
a sensibilidade do teste para a infeccdo aguda foi de apenas 17,6%. Para os autores, o teste de
aglutinagdo em latex ¢ de facil execugdo, ndo requer treinamento nem a utilizagdo de equipamentos
especiais, tem uma boa sensibilidade e especificidade, e se apresenta como uma interessante
alternativa para o diagndstico sorologico da leptospirose humana aguda.

Em seu estudo, Obregoén e colaboradores (2007) relataram que, pela primeira vez em Cuba,
as tecnologias soroldgicas rapidas disponiveis em todo o mundo foram avaliadas para o rastreamento
e confirmagao da leptospirose humana. Ainda segundo os autores, como o reconhecimento clinico da
leptospirose ¢ dificil, o diagndstico etioldgico rapido ¢ de vital importancia. No estudo, valores de
sensibilidade e especificidade superiores a 90% foram obtidos nos sistemas confirmatorios, e de 85%
nos sistemas de rastreamento, e dos pacientes graves estudados por essas tecnologias, 50% foram
positivos. Em continuidade, os autores relataram que 203 casos correspondentes a quatro surtos
epidémicos foram confirmados, incluindo 12 doentes vacinados com vax SPIRAL, o que demonstrou
a eficicia da vacina em 78,1% dos casos. Ainda, afirmaram ter desenvolvido e aplicado um sistema
para triagem rapida da leptospirose, denominado LeptoCuba, com excelente sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade e estabilidade. O artigo ¢ finalizado com a afirmacao de que a
aplicacdo de novas tecnologias para triagem e rapida confirmacdo da leptospirose permite aumentar
a positividade e a qualidade do diagnoéstico, fortalecendo a vigilancia microbiologica.

Anita et al. (2016), avaliaram em seu estudo uma proteina de membrana externa de Leptospira,
denominada LipL21, e sua regido imunogénica para diagnéstico de leptospirose. A codificacao
completa da sequéncia de nucleotideos da LipL21 foi submetida a andlise para determinagdo de
epitopos imunogénicos especificos, que foram clonados independentemente e expressos em
Escherichia coli. Como resultados, os autores reportaram que a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram de 92,5%, 92,8%, 83,3% e 97%,
respectivamente. Ainda, uma sensibilidade aumentada de 11-14,8% foi observada, e o teste de
transferéncia de pontos mostrou uma sensibilidade adicional aumentada de 3,8% em relacdo ao teste
IgM-ELISA. Ao final do estudo, os autores afirmaram que o I-LipL21 poderia ser, a época, uma
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proteina ideal candidata para o diagndstico da leptospirose, embora novos estudos ainda precisassem
ser realizados para confirmar os achados preliminares apresentados no estudo descrito.

Por fim, o estudo de Denipitiya e colaboradores (2016) se inicia com a afirmacdo de que a
leptospirose apresenta um impacto importante sobre a saude no Sri Lanka, mas ¢ provavelmente
pouco reconhecida devido as dificuldades no diagnoéstico clinico e falta de servigos laboratoriais de
diagnostico. Sendo assim, os autores objetivaram estabelecer e avaliar um ensaio de Reag¢do em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (rt-PCR) para o diagnostico laboratorial precoce, rapido e
definitivo da leptospirose no Sri Lanka. O ensaio de rt-PCR foi estabelecido e a especificidade
analitica e a sensibilidade foram determinadas utilizando amostras de referéncia de DNA. A avaliagao
do ensaio para o diagnostico de amostras clinicas foi realizada utilizando dois painéis de amostras de
soro obtidos de 111 pacientes adultos com suspeita clinica de leptospirose, e posteriormente divididos
em confirmados (n = 65) e ndo confirmados (n = 30), enquanto 16 amostras apresentaram resultados
ambiguos. Os resultados do estudo demonstraram que a sensibilidade analitica da rt-PCR foi de
aproximadamente 60 copias do genoma, e ndo foi observada reatividade cruzada com Leptospira spp.
e outros microrganismos patogénicos, correspondendo a uma sensibilidade e especificidade
diagnostica de 67,7% (44/65) e 90,0% (27/30), respectivamente. Sendo assim, a conclusdo dos
autores foi de que a rt-PCR tem o potencial de facilitar o diagnostico rapido e definitivo da
leptospirose durante a fase inicial da infec¢ao no Sri Lanka.

Um estudo adicional conduzido recentemente por Smith et al. (2019), avaliou os achados
clinicos, laboratoriais e radiologicos de 402 pacientes, sendo que 50 deles (12%) apresentavam
diagnostico da leptospirose em sua forma grave. A presenga de oliguria, achados auscultatorios
anormais no exame respiratorio, € a presenga de hipotensao na apresentacao, independentemente do
prognostico, foram comuns nos pacientes com a forma grave da doenga. Dessa forma, os autores
desenvolveram um escore de pontuagdo, denominado SPiRO, que foi elaborado usando essas trés
variaveis clinicas, com um ponto atribuido para cada uma delas. Quando o escore foi reaplicado nos
pacientes do estudo, o diagnostico da forma grave aumentou de forma incremental. Com base nesses
achados, a conclusdo dos autores foi de que essa avaliacdo, além de baixo custo, pode ser realizada a
beira do leito, requer treinamento minimo, e pode ter utilidade significativa nos locais com recursos
limitados, que por sua vez sao os mais afetados por doengas negligenciadas como a leptospirose.

Um segundo estudo adicional, conduzido por Marotto e colaboradores (2010), buscou
identificar fatores de predigdo para o desenvolvimento da sindrome da hemorragia pulmonar
associada a leptospirose (LPHS). Para tal, os autores estudaram 203 pacientes admitidos com
complicagdes da forma grave de leptospirose no periodo de 1998 e 2004, atendidos na cidade de Sao
Paulo - SP. Dados laboratoriais e demograficos foram obtidos desses pacientes, ¢ a gravidade da
doenca, com base especialmente no envolvimento dos pulmdes e de outros 6rgaos, foi determinada.
Dentre os principais resultados, a regressao logistica multivariada revelou que cinco fatores foram
independentemente associados ao desenvolvimento de LPHS: o potéassio sérico, a frequéncia
respiratoria a presenca de choque, e uma Escala de Coma de Glasgow <15. Ao final do estudo, os
autores concluiram que a avaliagdo destes cinco fatores fornece uma boa capacidade preditiva de
identificacdo de individuos com a forma grave da doenga, devendo ser aplicada sempre que possivel
para um diagnostico assertivo da leptospirose.

Sintese de Evidéncias
Esta revisdo, que buscou avaliar as metodologias para diagndstico assertivo da leptospirose,
identificou que a contraimunoeletroforese apresentou reatividade especifica aos anticorpos de
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pacientes leptospirdticos, com sensibilidade de 82% e especificidade de 100%. Observou-se também
que o teste de ELISA ¢ capaz de identificar anticorpos especificos na saliva e no soro de pacientes
contaminados, sendo de rdpida execu¢do, de baixo custo e sem riscos, facilitando o diagndstico
laboratorial da doenga. Resultados semelhantes foram observados com a realizag¢ao do ensaio de fluxo
lateral, que apresenta vantagens em relagdo a alguns métodos, ja4 que pode ser realizado a beira do
leito, e permite um diagndstico assertivo da leptospirose. Verificou-se também que o teste de
aglutinacdo em latex ¢ uma alternativa de facil execu¢do, ndo requer treinamento nem a utilizacao de
equipamentos especiais, além de apresentar boa sensibilidade e especificidade, sendo uma
interessante alternativa para o diagnéstico sorologico da leptospirose humana aguda. Mais
recentemente, verificou-se que a proteina LipL21 pode ser uma candidata para o diagndstico da
leptospirose, e que o ensaio rt-PCR tem o potencial de facilitar o diagndstico rapido e definitivo da
doenca durante a fase inicial da infeccao. Ressalta-se o fato de que a dosagem sérica de CK-MB nao
pode ser considerada como um indicador especifico de envolvimento miocardico no curso da
leptospirose ictérica, devendo, portanto, ser descartada. Por fim, ferramentas de pontuacao baseadas
em caracteristicas clinicas parecem ser capazes de ajudar os médicos a identificar individuos que
apresentem risco de desenvolver leptospirose grave. Todavia, a pontuacao até entdo existente,
avaliada apenas na Australia, carece de validacdo em outros paises para confirmar a sua eficécia,
embora apresente potencial para melhorar o atendimento de pessoas com leptospirose,
particularmente em locais com recursos limitados, onde a doenga tem sua maior carga clinica. Um
estudo brasileiro que buscou definir um escore para diagnodstico da leptospirose, identificou que
fatores como o potassio sérico, a frequéncia respiratoria a presenca de choque, e uma Escala de Coma
de Glasgow < 15 devem ser considerados na avaliagdo da gravidade da doenga.
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