
Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.

JORNADAS NACIONALES DEL CENTENARIOJORNADAS NACIONALES DEL CENTENARIO
DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE PEDIATRDE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE PEDIATRÍÍAA
InfectologInfectologíía Pedia Pediáátricatrica

Diagnóstico molecular de las enfermedades infecciosas: 
¿qué hay de nuevo?
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Reflexiones sobre el diagnóstico por 
amplificación génica.

Magia, mito o realidad para el siglo XXI
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Estallido celular E. coli
Aprox. 20.000x
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Epoca de Grandes contrastes.
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China 1,330,044,605
India 1,147,995,898

Burj Dubai.
820 m de altura
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«He aquí que todos forman un solo pueblo y todos 
hablan una misma lengua, siendo este el principio de sus 
empresas. Nada les impedirá que lleven a cabo todo lo 
que se propongan. Pues bien, descendamos y allí mismo 
confundamos su lenguaje de modo que no se entiendan 
los unos con los otros» (Génesis.)

La Torre de Babel, pintura al 
óleo sobre lienzo de Pieter 
Brueghel el Viejo. (sXVI)
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Cada año mueren 8 millones de niños menores de 5 
años. Casi el 90% de estas defunciones se deben a 
solo 6 trastornos, a saber: problemas neonatales, 
neumonía, diarrea, paludismo, sarampión y 
VIH/SIDA

16.7 muertes/min!!!

Informe 2010
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Epoca de Grandes presiones.
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La Biología Molecular convive a diario con 
nosotros. Ha pasado del "oscurantismo" a la 
"moda".

Las revistas científicas, las de divulgación, los 
diarios, nos inundan de trabajos, comentarios, 
de expectativas, de sueños y hasta de temores



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.

DNA diagnosis 293.962 (1950)
PCR diagnosis 100.467 (1970)
PCR real time 42.854 (1990)
PCR multiplex 7.268 (1990)
Microarray diagnosis 14.831 (2000)

PCR, diag CMV 1.200 (1988)
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ProfesionalesBibliografía 
Científica

Bibliografía 
Científica Imagen 

profesional

MO emergentes, reemergentes yMO emergentes, reemergentes y……
nuevos hnuevos húúespedes para los MO de espedes para los MO de 

siempre                                siempre                                
(Presiones enfermos y familiares)(Presiones enfermos y familiares)

La aplicación de nuevas y refinadas técnicas, 
son consideradas como esenciales para una 

moderna concepción del diagnóstico
¿Cuál es el costo beneficio y la consolidación de estas técnicas para 
los fines clínicos = toma de decisiones? 
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Epoca de Grandes ilusiones 
(creencias y mitos).
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El paciente suplica por curación…. (Mágica?)

El médico busca respuestas…. (Mágicas?)

El laboratorio brinda información…. (Mágica?)

“Ciencia y caridad”

“Doctor Gachet”. Auvers. 1890
Vincet Van Gogh

“Pasteur en su laboratorio”.
Albert Edelfelt, 1885.
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““Antiguamente, cuando la religiAntiguamente, cuando la religióón era fuerte n era fuerte 
y la ciencia dy la ciencia déébil, la gente tomaba la magia bil, la gente tomaba la magia 
por medicina; ahora, cuando la ciencia es por medicina; ahora, cuando la ciencia es 
fuerte y la religifuerte y la religióón dn déébil, se toma la bil, se toma la 
medicina por magiamedicina por magia””..

Thomas Szasz
Médico nacido en Budapest, Hungría en 1920.

Profesor emérito de la Univ. Siracusa en Nueva York
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La “biología molecular” vino a instalarse 
presentándose como la gran magia del s XXI.

Llega como esperanza salvadora de incontables 
problemas que hasta el momento no tenían solución. 

Problemas que abarcan prácticamente todos los 
aspectos de la vida del hombre desde la alimentación, 
la ecología y hasta el diagnóstico y la cura de 
enfermedades que han sido y siguen siendo flagelos 
mundiales.
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Watson y Crick marcan el inicio de la llamada Biología 
Molecular con la presentación del modelo estructural del 
ADN. (1953).
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ReacciReaccióón en cadena de la n en cadena de la 
polimerasa polimerasa -- PCRPCR

Durante las  tres ultimas dDurante las  tres ultimas déécadas han surgido cadas han surgido 
una serie de procedimientos de laboratorio que una serie de procedimientos de laboratorio que 
facilitan el anfacilitan el anáálisis del ADN.lisis del ADN.

La PCR probablemente es la que ha tenido el La PCR probablemente es la que ha tenido el 
mayor impacto en el avance reciente de la mayor impacto en el avance reciente de la 
biologbiologíía moleculara molecular
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ReacciReaccióón de la Polimerasa en n de la Polimerasa en 
cadenacadena (PCR)(PCR)

ProblemasProblemas: Los instrumentos : Los instrumentos 
modernos no pueden detectar  modernos no pueden detectar  
ffáácilmente simples molcilmente simples molééculas de DNA culas de DNA 
y como prerrequisito se debey como prerrequisito se debe
amplificar amplificar para  anpara  anáálisis posterioreslisis posteriores

SoluciSolucióónn: PCR duplica en forma : PCR duplica en forma 
exponencial el nexponencial el núúmero de fragmentos mero de fragmentos 
de DNA en cada ciclode DNA en cada ciclo

1.000M copias 
en 30 ciclos. 1… 2… 4… 8…
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Amplificación 
convencional

Amplificación 
real time

MUESTRA

Extracción

Ac. 
Nucleicos

Amplificación

PCR
Primers 

(para la selección de la secuencia blanco).

PCR
Primers + Sondas 

(marcadas para el reconocimiento)

DETECCION
(Sondas, electroforesis)
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“Rapid-Cycle Real-Time PCR”
(PCR de ciclos rápidos en tiempo real)

Este revolucionario  avance tecnológico que  
pudo cambiar potencialmente la manera en 
que nosotros podemos detectar, identificar 
y cuantificar los microorganismos 
patógenos en el laboratorio, extendiendo 
enormemente el rango de aplicaciones.

... características tan puntuales de los M.O. como los factores de 
virulencia, resistencia a los antimicrobianos, producción de 
toxinas, diferenciación de cepa vacunales de patógenos, etc.
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PCR en tiempo real es una PCR en tiempo real es una 
reaccireaccióón cinn cinéética ......tica ......

Donde la cantidad de fluorescencia Donde la cantidad de fluorescencia 
producida en la reacciproducida en la reaccióón es proporcional a n es proporcional a 
la cantidad de AND sintetizado.la cantidad de AND sintetizado.

Los procesos  de amplificaciLos procesos  de amplificacióón y deteccin y deteccióón n 
se producen de manera simultanea dentro se producen de manera simultanea dentro 
del mismo vial cerrado del mismo vial cerrado (proceso que evita la (proceso que evita la 
contaminacicontaminacióón)n)
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Aplicaciones de PCR en Aplicaciones de PCR en 
tiempo real en Diagntiempo real en Diagnóósticostico

Microbiología

a ) Diagnóstico e identificación de patógenos
b ) Medición de cargas virales y bacterianas
c ) Identificación de resistencia a los antimicrobianos 

(aparición de cepas mutantes)
d ) Genotipificación

Oncología/Oncohematología

Genética Humana
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CONTRIBUCIÓN DE LAS PRUEBAS MOLECULARES

Las pruebas moleculares han mejorado mucho la capacidad 
del laboratorio para el diagnóstico de las infecciones virales 
agudas del tracto respiratorio
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Sin excepción, NAAT han demostrado ser 
más sensibles que las pruebas habituales. 

Este aumento de la sensibilidad significa que los 
pacientes infectados se los diagnostica con más 
precisión y en forma más eficiente, especialmente en 
momentos en que, la infección cursa con bajos niveles 
de liberación viral.
(Las pruebas no moleculares fallan en estos casos)
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Beneficios:
• El paciente recibe rápidamente el tratamiento 
adecuado, sea en término de usos de antivirales, 
aislamiento epidemiológico (dispersión nosocomial), no uso 
de antibióticos, etc.

• Evita estudios complementarios.

• La información exacta posibilita, a las autoridades de 
salud, la toma de medidas sanitarias adecuadas. 
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El empleo de la multiplex NAAT (nucleic acid 
amplification test) ha incrementado el diagnóstico de 
los virus involucrados en las afecciones respiratorias 
en un 30 a 50%.

(Beer, K. D., J. L. Beebe, and H. F. Maguire. 2007. 
107th Annu. Meet. Am. Soc. Microbiol. American Society for
Microbiology, Washington, DC. / 

Mahony, J., S. Chong, F. Merante, K. Luinstra, T. Sinha, A. Petrich, C.
Lisle, S. Yaghougian, and R. Janeczko. 2007. 
J. Clin. Microbiol. 45: 2965–2970.)
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Sin lugar a dudas la efectividad de estos nuevos 
ensayos basados en tecnologías de amplificación de 
ácidos nucleicos proveen al clínico una importante y 
confiable información para la toma de decisiones en el 
manejo del paciente.
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GenomeLabGenomeLabTMTM GeXP GeXP 
Genetic Analysis SystemGenetic Analysis System

Genetic eXpression Profiler

PLATAFORMA CON MULTIPLES 
APLICACIONES 

MICROBIOLOGIA (Detección de virus, 
hongos, bacterias, aplicaciones especiales), 

ENFERMEDADES HEREDITARIAS , 
ONCOLOGICAS, etc . 
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GenomeLabGenomeLabTMTM GeXP GeXP -- Genetic Analysis SystemGenetic Analysis System

¿Qué es?

Es una plataforma multiplex que combina 
dos tecnologías,,  PCR y Electroforesis
Capilar, que sea realiza  en corto 
tiempo, con alta precisión y sin 
necesidad de enriquecer la muestra.
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GenomeLabGenomeLabTMTM GeXP GeXP -- Genetic Analysis SystemGenetic Analysis System
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Resumen de CaracterResumen de Caracteríísticas y sticas y 
BeneficiosBeneficios

Multiplex: 2Multiplex: 2--40 genes en cada reacci40 genes en cada reaccióónn

Ideal para validaciIdeal para validacióón por paneles normalmente de 5 n por paneles normalmente de 5 --30 30 
genes.genes.

MMíínima cantidad de ARN nima cantidad de ARN –– 5 ng a 50 ng total RNA por 5 ng a 50 ng total RNA por 
reacireacióónn
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Panel de Virus Respiratorios Influenza A Panel de Virus Respiratorios Influenza A 

Influenza AInfluenza A
H1N1H1N1
HuH1N1HuH1N1
A (H1N1) Swine Flu A (H1N1) Swine Flu 
Human RNAse PHuman RNAse P
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Influenza A Viral ElectroferogramaInfluenza A Viral Electroferograma
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Las técnicas de amplificación génica han revolucionado 
el campo del diagnóstico de las infecciones del SNC.
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Alrededor de 100 virus conocidos producen encefalitis 
aguda en el ser humano..

Prácticamente todas las infecciones agudas del SNC 
producen algún grado de inflamación de las meninges 
y del parénquima

Los hallazgos clínicos y de laboratorio básicos son muy 
similares, independientemente del agente etiológico
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Estudio físico – químico.
El LCR es anormal en más del 90% de los casos:

Pleocitosis linfocítica
Proteinas elevadas
Glucosa normal

Excepciones:
Ciertas patologías del CMV (Radiculomielitis) y WNV 
(meningoencefalitis) se presentan con predominio de 
polimorfonucleares (pistas diagnósticas) 
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Pero …. ¿Cuál es el agente etiológico?

Diagnóstico fundamental, …sobre todo en aquellos 
casos en el que el tratamiento inmediato define la 
posibilidad de impedir la evolución hacia una situación 
irreversible (Ej HSV)
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El costo beneficio de estas técnicas es indiscutible 
en las afecciones del SNC, donde su aplicación 
sobre muestras de LCR ha resuelto una seria 
problemática diagnóstica.
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Detección e identificación de herpesvirus 
humanos 

Amplificación (PCR) + 
Digestión con enzimas de 
restricción + electroforesis 
en gel de agarosa al 1.5%

Sensibilidad de la PCR:

CMV = 400 copias

HSV-1 y 2, EBV, VZV = 10-
100 copias

HHV-6A = 1-10 copias

Johnson y col; J Clin  
Microbiol 38:3274-9 (2000)
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¿Cómo en esta era del diagnóstico 
molecular se puede determinar la relación 
causal entre la presencia del genoma de un 
agente infeccioso y ENFERMEDAD?

Hay casos perfectamente definidos como:

H1N1, SARS (Síndrome agudo respiratorio severo)

Pero… ¿Qué pasa cuando el agente es totalmente 
nuevo o por lo menos desconocido?
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Three patients who received visceral-organ transplants 
from a single donor on the same day died of a febrile 
illness 4 to 6 weeks after transplantation. Culture, 
polymerase-chain-reaction (PCR) and serologic assays, 
and oligonucleotide microarray analysis for a wide 
range of infectious agents were not informative.



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.

Crear una librería de RNA de 100.000secuencias a partir del hígado y 
los riñones de un donante, tratarlas con una herramienta de 
bioinformática y separar las secuencias residuales… (DNA 
PYROSEQUENCING)

SECUENCIAS TOTALES

SECUENCIAS HUMANAS
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SECUENCIAS RESIDUALES

SECUENCIAS TOTALES

SECUENCIAS HUMANAS

¿?
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High-throughput sequencing yielded 103,632 sequences, 
of which 14 represented an Old World arenavirus. 
Additional sequence analysis showed that this new 
arenavirus was related to lymphocytic choriomeningitis 
viruses. 

Specific PCR assays based on a unique sequence 
confirmed the presence of the virus in the kidneys, liver, 
blood, and cerebrospinal fluid of the recipients. 

Immunohistochemical analysis revealed arenavirus 
antigen in the liver and kidney transplants in the 
recipients. 

IgM and IgG antiviral antibodies were detected in the 
serum of the donor. Seroconversion was evident in serum 
specimens obtained from one recipient at two time points.
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CONCLUDING REMARKS

El número de personas que fallecen de sepsis 
prácticamente se ha duplicado durante los últimos 20 
años , “nuevos huéspedes” tienen elevado riesgo de 
desarrollar sepsis.

En este contexto, un diagnóstico microbiológico rápido es 
especialmente importante para el correcto manejo de los 
pacientes. 

(Por ej para el ajusto fino de la terapia empírica)
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Detección rápida y sensible de un amplio panel de 
patógenos bacterianos y fúngicos,
incluso directamente en muestras de sangre. 

Sin embargo, estas técnicas todavía no pueden 
considerarse como sustitutos de los métodos del cultivo 
clásico,
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¿Problemas?

La mayoría de los métodos no proveen información sobre 
la sensibilidad a los antimicrobinos. (una identificación temprana 
podría orientar una terapia empírica pero necesitaría después el ajuste fino)

Las técnicas que trabajan directamente desde la sangre 
del paciente se enfrentan con la problemática de definir si 
los ácidos nucleicos circulantes que pueden identificarse 
se pueden relacionar directamente con el diagnóstico de 
sepsis. (DNAhemia)
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Conclusiones:

Sin duda el empleo de técnicas moleculares para el 
estudio de sepsis abre una nueva era en el laboratorio de 
diagnóstico microbiológico.
Sin embargo ese potencial de mejora requiere una mayor 
validación clínica y un crítico estudio de costo-beneficio.
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Tecnología basada en genómica y proteómica. 
(Microarrays)

Nanotecnología

Microchips

Oligonucleótidos sintetizados “in situ” sobre 
una matriz usando tecnologías de 
fotolitografía o síntesis química de ácidos 
nucleicos.
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Algunas tendencias en desarrollo pretenden 
eliminar el paso de extracción y amplificación 
de la muestra e integrar todas las 
operaciones en un solo dispositivo. 

LOAC (Lab_on_a_Chip)
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Muestra del paciente

CMVMycobacterium aviun
resistente a Rif

¿?
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Aplicaciones de los microarrays / 
biochips

• Monitoreo de expresión génica

• Diagnóstico molecular y prognosis 
de enfermedades

• Detección directa de agentes 
infecciosos

• Farmacogenómica (farmacocinética 
y biodisponibilidad)

MEDICINA PERSONALIZADA
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EDITORIAL
December 27, 2007 
Hoffman E.P. 
N Engl J Med 2007; 357:2719 - 2722

Skippin Toward Personalized Molecular Medicine

La “MEDICINA PERSONALIZADA” está a la vuelta de la esquina…



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.

Tricorder

Dr. McCoy

Viaje a las 
estrellas
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Deutekom y sus colaboradores diseñaron un 
oligonucleótido antisense que, en principio, podría permitir 
específicamente a la maquinaria celular a “saltar” la lectura 
del exon mutado bloqueando su inclusión durante el 
“splicing” y logrando la restauración de la producción 
distrofina en los músculos donde se inyectó el producto 
(PRO051)

Distrofia muscular de Duchenne
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Enfasador bosónico 
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Molécula de ADN del 
bacteriófago T2.
100.000x
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Mitos o creencias:

•Rapidez

•Interpretación.

•Comparación de datos

•Costos.
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CLIN. MICROBIOL. REV. VOL. 19, 2006
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COLAPSO

RAPIDEZ implica mayor cantidad de personal 
especializado, disponibilidad de equipamiento 
costoso, mayor gasto de reactivos......

COSTOS.
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Cuando las técnicas son de alta sensibilidad y 
especificidad se requiere un programa de 
aseguramiento de la calidad cuyo objetivo es 
lograr la máxima capacidad de producir resultados 
exactos y precisos
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programa de aseguramiento de la calidad
Por cada corrida de muestras (sea 1 o batch 
completo) se requiere:

Control positivo
Control negativo
Blanco

Control de extracción
Control de inhibición
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Mitos o creencias:

•Rapidez

•Interpretación.

•Comparación de datos

•Costos.



Hospital Italiano - Laboratorio Central
Grupo Bioquímico S.A.

¿Son comparables los resultados 
de un laboratorio a otro?
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CLIN. MICROBIOL. REV. VOL. 19, 2006

ASR: analyte specific reagents
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El costo de las técnicas moleculares es mayor que el de las 
técnicas convencionales.

… pero esta diferencia debe evaluarse contra el desenlace 
de la patología del paciente (outcome) del paciente (en 
términos de menor morbilidad/mortalidad), en el ahorro de 
hotelería debido al TAT de los resultados y a la alta 
sensibilidad/especificidad diagnóstica; en la reducción de 
estudios auxiliares; en el ahorro en la sobreprescripción de 
medicación.

En síntesis, el ahorro está fuera del 
laboratorio.
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CLIN. MICROBIOL. REV. VOL. 19, 2006
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Debemos asumir que el trabajo en equipo y 
la comunicación exigen ocupar un lugar 
preponderante en el laboratorio diagnóstico 
actual (futuro) para lograr que los 
resultados sean significativos y racionales.
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““Nuestros pacientes no necesitan magia. Nuestros pacientes no necesitan magia. 
Nuestros pacientes necesitan de parte del Nuestros pacientes necesitan de parte del 
mméédico dico conocimiento, compromiso y conocimiento, compromiso y 
dedicacidedicacióónn, porque la relaci, porque la relacióón entre un n entre un 
mméédico y su paciente es tan simple y tan dico y su paciente es tan simple y tan 
profunda como un diprofunda como un diáálogo entre dos seres logo entre dos seres 
humanoshumanos””..

Dr. Eduardo San Román
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Es necesario conocer y entender 
profundamente las posibilidades de los 
últimos avances tecnológicos, bajo la luz de 
la experiencia profesional y del sentido 
común.
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LO IMPORTANTELO IMPORTANTE

No hay técnicas ni reactivos 
infalibles (mágicos)
No hay técnicas ni reactivos 
infalibles (mágicos)

Todo gira alrededor del criterio y la 
capacidad profesional  con la que se las 
utiliza e interpreta sus resultados

Todo gira alrededor del criterio y la 
capacidad profesional  con la que se las 
utiliza e interpreta sus resultados
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MUCHAS GRACIAS 
POR SU ATENCION

miguel.decristofano@hospitalitaliano.org.ar
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