
Antibiyotik Direnci Saptamada Yenilikler: 

Antibiyotik Direnci Saptamada 
Moleküler Tanı Testleri  

                ÖZGEN ESER 

HACETTEPE TIP FAKÜLTESİ  

TIBBİ MİKROBİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
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• 1.7 milyon hastane enfeksiyonu 

• 100,000 ölüm/yıl, çok ilaca dirençli patojen ile 

• Antibiyotiklere dirençli enfeksiyon maliyeti 5 
milyar USD/yıl  

    Bad Bugs, No Drugs.” IDSA. 2004 

 

 

 

• 25,000 ölüm/yıl, çok ilaca dirençli patojen ile 

• Antibiyotiklere dirençli enfeksiyon maliyeti   
1.5 milyar Euro/yıl  

 
European Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial 

Resistance Surveillance in Europe 2011. 
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• Enterokok (Vankomisin dirençli) 

• Staphylococcus aureus (Metisilin dirençli) 

• Clostridium difficile 

• Acinetobacter baumannii (MDR) 

• Pseudomonas aeruginosa (MDR) 

• Enterobacteriaceae 

ESCAPE PATOJENLERİ 

Peterson LR, CID, 2009 
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Antibiyotik direncinin 
 mortalite, hastanede yatış süresi ve sağlık 

harcamalarına yansıması  
Enfeksiyon ve etken Ölüm riski Hastanede 

yatış süresi 
(gün) 

Maliyet 
(USD) 

MRSA enfeksiyonu 1.9 2.2 6916 

MRSA cerrahi enfeksiyonu 3.4 2.6 13901 

VRE enfeksiyonu 2.1 6.2 12766 

Dirençli Pseudomonas aeruginosa 
enfeksiyonu 

1.8-5.4 5.7-6.5 11981-
32949 

Dirençli Enterobacter enfeksiyonu 5.0 9.0 29379 

Dirençli Acinetobacter enfeksiyonu 2.4-6.2 5-13 37758 

GSBL veya KPC  üreten E.coli veya Klebsiella 
enfeksiyonu  

3.6 1.6 kat artış 1.7 kat artış 

Maragakis LL, ERAIT, 2008 



Dirençli bakteri enfeksiyonlarında 

klinik durum 

European Centre for Disease Prevention and Control, 2009 
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Hastanede 
daha uzun     
kalış süresi 

• MRSA den daha fazla sıklıkta  

• Gelecek 10 yıl içinde MDR gram negatiflerde artış 



MDR gram negatiflerde  tedavi maliyeti 

Ek hastane  masrafı:    29.3% 

 

Hastanede kalış süresinde uzama:   23.8% 

 

GSBL’a bağlı hastane maliyetinde artış:    9,620 USD 

 

Hasta tedavisinde karbapenem kullanım maliyeti: > 700 USD 
 

Mauldin PC, AAC 2010; Schwaber  MJ, AAC 2006 



• Quinupristin/dalfopristin 1999 

• Moksifloksasin   1999 

• Linezolid   2000 

• Ertapenem   2001 

• Gemifloksasin  2003 

• Daptomisin   2003 

• Tigesiklin   2005 

• Doripenem    2007 

• Telavansin   2008 

• Seftarolin   2010 

 

• Yeni ilaç keşfi  

• 10-20 yıl süre,  

• 800-1.700 milyon USD bütçe 
   Bad Bugs, No Drugs. IDSA, 2004 
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CDC, 11 Kasım, 2012 

• Endüstriyel alanda, hayvanlarda antibiyotik kullanımını 
durdurmak, 

• Antimikrobiyal Direnç Yönetimini uygulamak, 

• Veri toplamak 

• Uygunsuz antibiyotik kullanımını kısıtlamak, 

• Hızlı tanı testlerine geçmek, 
• Yeni ilaç geliştirmek, 

• Antibiyotik direncine karşı girişimlerini sağlık reformuna 
dönüştürmek,  

• Ulusal bir plan yürütmek.. 

Antimikrobiyal dirençle başa çıkmanın 8 yolu 

Bartlett, Spellberg, Gilbert, 2013 



Enfeksiyon Acilleri ve 
Antimikrobiyal Direncin Belirlenmesi 

• Kan kültürleri  
– Konvansiyonel yöntemler 

– Otomatize kan kültür sistemleri 

• Pozitif sinyal verme 48 saat içinde 

• Pozitif sinyal sonrası test süresi 24-48 
saat 

• Duyarlılık test süresi 24-48 saat   

• Mikrobiyoloji Lab antibiyotik 
duyarlılık test sonlandırma süresi 
– Ort 40 saat 

• Uygunsuz antibiyotik tedavisi 
başlanması halinde ölüm riski  
– 1.88  

Goff DA, Pharmocother 2012;  Fraser A, Am J Med 2006 



Stafilokoklarda Hızlı Tanı Testleri  

Chromogenic MRSA/ 
Denim blue Agar, Oxoid 

Chromagar MRSA, Chromagar 

MRSA Select, BioRad 

ChromID MRSA, bioMerieux 

ORSAB, Oxoid 

• Maliyet  

• 2-13 kat pahalı  

 

• Tanımlama Süresi  

• 1.39 gün azalma 

 

• Duyarlılık/Özgüllük  

• %96-100 

 

 

 

MRSA 
Konvansiyonel yöntemler vs Kromojenik besiyeri  
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MRSA  

Moleküler Hızlı Tanı Testleri  

 



Hyplex Staphylo Resist 

• Multipleks PCR 

• mecA ve mec (mecLGA251) geni 
metisilin direnci 

• ileS geni mupirosin direnci 

• CA-MRSA; lukS, lukF geni ile PVL 
ekzotoksin 

• Test süresi 3 sa 25 dk 

• Duyarlılık: %91.6 Özgüllük: %83.7 
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LightCycler® MRSA Research Use 
Only Detection Kit  

• MagNa Pure LC/LightCycler 2.0 Real-
time PCR 

• mecA geni ile metisilin direnci 

• Örnek; burun,aksilla, perine 

• 48 örnek 

• Test süresi 3 sa 

• Duyarlılık: %95.7 Özgüllük: %90.8 

• Araştırma temelli, rutin kullanımı yok 



IDI-MRSA Assay/BD GeneOhm MRSA 

• Real-time multipleks PCR  

• Smart Cycler  

• SCCmec tip I-V ve IVa, orfX geni  

• Toplam 6 primer 

• Test süresi 60-75 dk 

• Direkt klinik örnek 

• Kan kültürü  

• Burun (FDA onaylı) 

• 14 örnek 

• Duyarlılık: %98.0 Özgüllük: %96.0 
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• Staphylococcus aureus (n:90); MSSA (n:45), MRSA(n:45) 

• BD GeneOhm Staph SR ile MRSA saptamada  

• Duyarlılık  %95.6 ve özgüllük %95.3 

• 3 izolat yanlış pozitif (MRSA)  

• SCCmec  pozitif mecA neg izolatlar “mecA dropout” 

• 2 izolat yanlış negatif (MSSA) 

• Hedeflenmiş bölgenin suşu  

tanımaması  

 
JCM, 2009 



GeneXpert MRSA Assay 

• Real-time multipleks PCR  

• Smart Cycler  

• SCCmec tip I-V ve IVa, orfX, spa, 
nuc genleri (S.aureus ve CoNS 
ayrımı) 

• mecA geni 

• Test süresi 66 dk 

• Direkt klinik örnek 

• Kan kültürü, burun 

• Duyarlılık: %98.0 Özgüllük: %96.0 

• Piyasadan çekilmiş durumdadır.  

 

http://www.cepheid.com/


• 156 S. aureus bakteriyemisi olan hasta  

• Pre-PCR dönem  1 Eylül 2008-31 Aralık 2008 

• Post-PCR dönem  10 Mart 2009-30 Haziran 2009 

• GeneXpert MRSA  ve kültür ile doğrulama  

• Duyarlılık ve özgüllük %100 

• Optimal antibiyotik başlama süresinde 1.7 gün azalma 

• Hastanede yatış süresinde 6.2 gün kısalma 

• Hastane masraflarında 21.387 USD azalma/episod başına 

Pr 

CID, 2010 

http://www.cepheid.com/


• 239 burun sürüntüsü örneği 

• BD Max ve Xpert MRSA  karşılaştırması 

• Her iki yöntemde %97.9 uyum  

• BD Max ile test süresi daha kısa 

 

JCM, 2014 



Verigene BC-GP  
“nanoparticle probe technology” 
• Nanogold teknoloji,  

• “Microarray” üzerinde 
hibridizasyon 

• ELISA’dan 2-3 kat duyarlı 

• Gram pozitif koklar ve Listeria 
türleri 

• mecA, VanA, VanB genleri  

• Kan kültürü (FDA onaylı) 

•  Araştırma amaçlı kullanım 

• Duyarlılık: %97, Özgüllük: %100 

Test sonlanması:  <3 saat  

http://www.eteligis.com/ViewSubmission.aspx?submissionRequest=23962


JCM, 2013 

• Polimikrobiyal örneklerde saptamada %30 hata 

• Bazı türleri tanımlamada hata (Rothia spp, Micrococcus spp) 

• VRE  ve MRSA/CoNS tanımlama oranı yüksek  

 



Film Array Kan Kültür Tanımlama Paneli  

• Nested multipleks real-time PCR 

• 15 cins, 11 tür düzeyinde tanımlama  

• mecA, vanA, vanB direnç genleri  

• Kan kültürü tanımlama paneli 

• Solunum yolu ve gastrointestinal 
patojen panelleri  

• FDA onaylı 

• Duyarlılık: %88-100, Özgüllük:%100 

Test sonlanması:  <1 saat  



 
MRSA 

Kromojenik Besiyeri vs Moleküler Yöntemler 

 

 

Ürün  Duyarlılık  Özgüllük PPV NPV 

BBL Chromagar MRSA 93.5-95.2 96.7-99.7 84.4 99.9 

MRSA Select 94-96 98-99 97 73 

Spectra MRSA 95.2-95.4 99.1-99.7 93.4-99.8 98.2-99.8 

ChromID MRSA 94.2 97.2 91.1 98.2 

BD GeneOhm MRSA 88-96.1 93.5-99 61.1-94 97-99 

GeneXpert MRSA 69.2-96.5 90.4-98 78.3-90.4 96.3-99.6 



MRSA  
Kromojenik Besiyeri vs Moleküler Yöntemler 

Ürün  Yöntem Maliyet 
USD 

Teknik süre 
Dakika 

Test süresi 
Saat  

Testin 
Zorluğu 

BBL Chromagar MRSA Kültür 6.90 1-2 20-48 Yüksek 

MRSA Select Kültür  8.40 1-2 18-28 Yüksek 

Spectra MRSA Kültür 7.89 1-2 24 Yüksek 

ChromID MRSA Kültür 3.00 1-2 24 Yüksek 

BD GeneOhm MRSA Real-time 
PCR 

29.5 5-9 1-1.25 Yüksek  

GeneXpert MRSA Real-time 
PCR 

42.0 1 1.25 Orta 



VRE 

• 502 rektal sürüntü ve gaita örneği 

• 147 VRE kültür pozitif örnek 

• 142 VRE, BD GeneOhm VanR Assay ile  

• Duyarlılık %96.6, Özgüllük %87 

• Duyarlılık rektal sürüntüde gaitadan, VanA’da VanB’den daha fazla 

JCM, 2007 



VRE  

• 300 rektal sürüntü, 162 hasta 

• 101 VRE pozitif, 27 VRE negatif örnek 

• Duyarlılık %100, Özgüllük %96.9 

• 100 cfu/ml üzerini tanıyabilme 

• VRE taşıyıcılığı yüksek riskte hastalar için rutin taramalarda öneri 

JCM, 2012 

http://www.cepheid.com/


VRE  

• VanB  pozitif Enteroccus faecium’u ayırır.  

• Duyarlılık %92.4, Özgüllük %85.2 

• Hızlı  (dakika vs gün) 

• Ucuz (0.10 vs 23 USD) 

 

JCM, 2012 

http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=cnz-dQpL9mJxIM&tbnid=gWO79-ub88cjyM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fdna-barcoding.blogspot.com%2F2013%2F08%2Fmaldi-tof-ms.html&ei=4wGJU8mONIbLPY_RgbAL&bvm=bv.67720277,d.ZGU&psig=AFQjCNFguwgy-FEJh8atPthY0BhBPk8XGQ&ust=1401574214746452


Ann Lab Med, 2013 

• 211 rektal sürüntü örneği 

• Duyarlılık %84, Özgüllük %98.8 

• PCR inhibitörlerinden dolayı çalışma dışı 
örnek %8.5 

• VanB  için düşük özgüllükte 

• Multipleks real-time PCR, Easy Plex System 

• 90 dk, 24 örnek  

• VanA ve VanB  

 



Clostridium difficile 

• Real-time PCR 

• Clostridium difficile  tcdB  genini belirler. 

• Test süresi 75-90 dakika 

• Enzim Immün Assay (EIA), sitotoksisite ve kültür yöntemlerine 
göre  
– Duyarlılık / Özgüllük yüksek 

– Test süresi kısa 



Clostridium difficile  

• 448 gaita örneği, 86 kültür pozitif örnek 

• 74 örnek toksin pozitif C. difficile  

• Her iki yöntem duyarlılık ve özgüllüğü yüksek 

• Test süresi; BD max 110 dk, Xpert C.difficile 65 dk 

• Dezavantajları:  
– Kolonizasyon ile enfeksiyon ayrımları zayıf 

BDMax Cdiff   

• Real-time PCR 

• tcdB geni  

• <3 sa 

Xpert  Cdifficile Assay   

• Real-time PCR 

• tcdB, cdt, tcdC mutasyon geni  

• <3 sa 

http://www.cepheid.com/


Enterobacteriaceae 
Dirence neden olan mekanizmalar 

– Genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) 

– Karbapenemazlar (KPC, VIM, IMP, NDM, OXA-48, ..) 

– AmpC tipi beta-laktamazlar 



GSBL 
Kültür Temelli Otomatize Sistemler  

Vitek2, bioMerieux Phoenix, BD 

• Phoenix, BD 

– GSBL saptama: duyarlılık %94.2, özgüllük %100 

• Vitek 2, bioMerieux 

– GSBL saptamada uyumsuzluk: Phoenix ile %23.6 
 

Turng B, ASM 2000; Espinar MJ, JMM 2011 



GSBL 
Kültür Temelli Hızlı Testler 

Briallance agar, Oxoid 

EbSA, Cepheid 

ChromID, BioMerieux 

Chromagar, CHROMagar 

Seftazidim/seftazidim-klavulanik asit/BA 

Seftriakson/seftriakson-klavulanik asit/BA 

Sefotaksim/sefotaksim-klavulanik asit/BA 

 



  
 

Karbapenemaz 
Fenotipik testler 

• Fenilboronik asit 

• EDTA 

 

Modifiye Hodge Test 

Duyarlılık düşük 

Özgüllük düşük  

OXA-48 tanımında sorun  



  
 

Karbapenemaz 
Kültür temelli hızlı testler 

 

 

CHROMAgar KPC,  Brilliance  CRE, Oxoid 

Hardy Chrom carbapenemase 

ID Carba 

Gazin M, JCM 2012 

Duyarlılık yüksek 

Özgüllük yüksek  

OXA-48 yapımına bağlı direnci tanımada güçlük 

Tanıda 18 saatlik gecikme  



 
 
 

Check-Points 
Check-MDR ESBL Real-Time PCR  

Check-MDR Carba 
Check-Direct CPE 

 
 

• KPC 

• OXA-48 

• NDM 

• VIM 

•  IMP  

“Real-time PCR  

Test sonlanması: 4 saat  

Endimiani A, JCM 2010  

Ticari Kit  

•  KPC 
• NDM 
• VIM 
• OXA-48 

 

•  CTX-M 

• SHV 

• TEM  

•Kültür temelli 
•Duyarlılık %100 
•Özgüllük %100   
 



 
 

Check-Point  
Check-MDR CT103XL Real-Time PCR  

 Check-MDR CT103 Real-Time PCR  
Check-MDR CT101 Real-Time PCR  

  

 

• NDM, VIM, IMP,  

• OXA 

• KPC 

• AmpC 

• CTX-M 

• SHV 

• TEM 

“Real-time PCR ve 
Microarray”  

Test sonlanması:  7 saat  Naas T, JCM 2011; Bonomo RA, AAC 2011 Stuart JC, JMM 2012 

Ticari Kit  



Yara enfeksiyonundan izole edilen  

K.pneumoniae  

 

Gaitadan izole edilen E.coli  

NDM-1  

CTX-M1  

SHV-12  

CMY-4  

Check-Points molecular microarray  

1 

2 

Ticari Kit  



“Hibridizasyon”   

Batchelor M, IJAA 2008; Walsh F, IJAA 2010 

“Amplifikasyon”   
“Saptama”   

“Analiz”   

 
Identibac AMR-ve 

 

•Kültür temelli 
•Duyarlılık %98.8 
•Ticari kit 

57 farklı direnç geni 
• TEM, SHV, CTX-M 
• VIM 
• OXA 
• DHA 
• CMY 
• aac 
• qnr 

“Multipleks PCR 
ve Microarray”   

Test sonlanması:  8 saat  

http://identibac.com/uploads/pics/IDB_Infografik_04b.gif


Hyplex, Multiplex PCR ELISA 

• GSBL 

• KPC 

• MBL 

• OXA 

 

“Multipleks PCR 
ve ELISA”   

Avlami A, J Microbiol Methods, 2010 

Ticari Kit  

Hyplex, Multiplex PCR ELISA 

• DNA ekstraksiyonu 
• Multipleks PCR 
• ELISA temelli hibridizasyon 
•Duyarlılık (%98) 
•Özgüllük (%99) 
•Klinik örnekte uygulanım 





“MALDI-TOF MS”   
 

• Proteomik profile göre tanımlama 
• Karbapenemaz varlığı 
• Meropenem yıkım ürününü saptar 
• Dakikalar içinde sonuç verir 
• Duyarlılık %100, Özgüllük %100 
• Sistem son derece pahalı  ancak test ucuz 
• Kültüre dayalı  

Hrabak J, JCM 2011 

Koloniden  



• Multipleks real-time PCR 

• Klinik örnek; rektal sürüntü 

• Duyarlılık %100, Özgüllük %99.4 

• Test süresi <1 sa 

• FDA onaylı  

 

• IMP-1 

• VIM 

• NDM 

• KPC 

• OXA-48 

 

  Tenover F, JCM, 2013 

http://www.cepheid.com/


• 65 karbapenemaz pozitif, 87 negatif izolat 

• Syber green real-time PCR, BD Max Sistem ile  

• IMP1/2, GES, KPC, VIM1/2, OXA 23 ve 48, NDM 

• Duyarlılık %91 (IMP) , Özgüllük %100 

 

JCM, 2014 



• 102 klinik, 295 simule kan kültür örneği 

• Bakteri tanımlamada uyum %96.3 

• Antibiyotik direnç genleri saptama %100 

• Test süresi 2 sa, teknik destek 5 dk  

PLOS ONE, 2014 

Verigene BC-GN (Nanosphere) 



• Nested multipleks PCR  

• Kan kültürü tanımlama paneli  

• 27 tür (gram pozitif, gram 
negatif, maya)  

 • KPC 
• Van A 

• Van B  

• mec A 
Test sonlanması: 1 saat  

http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=fR9jMMYtqFVxVM&tbnid=iG9SIrxZ5mSBcM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fepequip.com%2Fcatalogue%2Fthe-filmarray%2F&ei=THJvU_PSNsXdPcCbgPgN&bvm=bv.66330100,d.bGQ&psig=AFQjCNGZwIZ8LhByvuLZ-t8J_joKRNEAKQ&ust=1399899047887655
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=PWRAbaCyGr3GBM&tbnid=Z12xlKuWZBkYRM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Ffilmarray.com%2F&ei=lHJvU_DWEcbXPZehgdgH&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNHqnkuH9fs5iEWghD_rTf9S4lUykA&ust=1399899149930118


Unyvero 

• Multipleks PCR 

• Prob üzerine hibridizasyon 
sonrası membran üzerine 
aktarma 

• Solunum yolu örnekleri 

• 18 bakteri, 22 antibiyotik 
direnç geni 

• TEM 

• SHV 

• CTX-M 

• DHA 

• EBC 

• OXA-51 

• KPC 

• İntegron 

• Kinolon direnci 

• Makrolid direnci 

 

 

http://akampioneer.com/company-news/company-news-new-favorable-clinical-evaluation-data-for-unyvero%E2%84%A2-p50-pneumonia-application.html


Multipleks ve Real-time PCR  
temelli hızlı yöntemler 

• Looxter/VYOO 

• Prove-it Sepsis 

• ESI-MS 

• Maldi-
Biotyper 

Proteomik temelli 
hızlı yöntemler 

“Microarray” temelli 
hızlı yöntemler 

• Septi-Fast 

• Septi-Test 



• Testin “antimikrobiyal yönetim programı” ile birlikte 
uygulanımı 

• Morbidite ve mortalitede azalma oranlarına etkisi 

• Akılcıl antibiyotik kullanımında artış  

• Hastanede yatış süresinde kısalma 

• Hasta maliyetinde azalma   

DİRENÇ TAYİNİNDE  
HIZLI MOLEKÜLER TANI YÖNTEMLERİ 

Caliendo AM, CID,2013 



DİRENÇ TAYİNİNDE  
HIZLI MOLEKÜLER TANI YÖNTEMLERİ 

• Moleküler temelli testler pahalı, kompleks 

• Tecrübeli personele gereksinim var 

• Fenotipik testler ile uyumsuzluk sorunu  

• Testin tekrarlanabilirlik süresi 

• Sınırlı sayıda patojeni, sınırlı sayıda direnç genini 
tanımakta, direcin düzeyini belirleyememekte 

 
 Tuite N, JAC, 2014 



• Tanı koyma süresini kısaltan, 

• Tedavi kalitesini artıran,  

• Tedavi maliyetini düşüren,  

• Hızlı, güvenilir, doğru ve basit testlerin geliştirilmesi 
olmalıdır.  

DİRENÇ TAYİNİNDE AMAÇ  

http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=P-278AlsPkWyNM&tbnid=jJaV6KCgVvXuKM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.dreamstime.com%2Froyalty-free-stock-image-3d-man-vector-green-check-mark-thumbs-up-image24599926&ei=3aSHU-WLK-za4QTmzIGIDA&bvm=bv.67720277,d.bGE&psig=AFQjCNF5mbe_boRm04U3F8k6YbDPbj7n4A&ust=1401484839504004


Antimikrobiyal Yönetim  
• Antimikrobiyallerin uygun ve akıllı kullanımı 

– Antimikrobiyalin doz, süre ve seçiminin en uygun şekilde 
yapılması   

– Direncin ortaya çıkışının engellenmesi  

http://www.google.com.tr/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=G10VWQf98lT6rM&tbnid=z7y8_JKDtdtVGM:&ved=0CAgQjRwwAA&url=http%3A%2F%2Frockpointe.com%2Findex.php%2Fonline%2FASPtoolkit%2F&ei=mrR2Uof-BYKgtAb9s4GIBg&psig=AFQjCNFT01B5Y3IoPX5jNqlEU6U1C1eVKw&ust=1383597594136208


Enfeksiyon Hastalıklarında Uzman Yaklaşımı  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enfeksiyon Hastalıkları  

Uzmanları 

Hasta  

Enfeksiyon Kontrol 

Hemşireleri   

Sağlık   

Epidemiyologları 

Klinik  

Eczacılar 

Klinik  

Farmakologlar 

 Cerrahi Enfeksiyon  

Uzmanları 

Klinik 

Mikrobiyologlar 



Teşekkür ederim  
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