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Summary

Since the discovery of penicillin, almost a century ago, the battle against resistant microbes has 
been fierce but uneven. Microbes have been proven quite adaptable and have developed many 
different antimicrobial resistance (AMR) mechanisms to evade antibiotics. These AMR mechanisms 
mainly regulate cephalosporin and carbapenem resistance for Gram-negative bacteria, methicillin 
resistance for Staphylococcus aureus and vancomycin resistance for Enterococci. Greece is 
endemic for most known multi-drug resistant organisms (MDRO) that often cause community 
and hospital-acquired infections, perplexing treatment, increasing length of stay in the hospital 
and relevant costs, and increasing morbidity and mortality. Detection and treatment of such in-
fections in a timely and effective way is imperative. For the past few decades, scientists from dif-
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Laboratory of Microbiology, Tzaneio General Hospital of Piraeus

Determining antimicrobial susceptibility and antimicrobial resistance 
mechanisms in the clinical laboratory: where are we and where are we 
heading?



The road so far 
 

Microbes have been living on Earth long before hu-
mans came into the picture. They have left their small 
carbon footprints in rocks and stromatolites dating 
back approximately 3.5 billion years. All this extra time 
has worked on their benefit, rendering them smarter, 
fitter, and more adaptable through countless evolu-
tionary events. After the discovery of penicillin by Sir 
Alexander Fleming in 1928, the medical community, 
and along with it all of humanity, thought that tri-
umph over microbes and subsequently the end of mi-
crobial infections was near. Unfortunately, it went 
down the exact opposite way. A few years later, in 
1940, Abraham and Chain reported an Escherichia coli 
strain that produced penicillinase, followed by reports 
of resistant Staphylococcus aureus strains.1,2 For every 
new antibiotic agent ever since, bacteria would adapt 
and develop a corresponding resistance mechanism. 

The World Health Organisation has included anti-
microbial resistance (AMR) in the three most impor-
tant public health threats of the 21st century.3 

Sharing the same ecological niche with other or-
ganisms that naturally produced antibiotic com-
pounds, led to species exhibiting a plethora of 
different intrinsic resistance profiles.4 However, intrin-
sic resistance does not substantially add to the AMR 
problem. When observing the AMR issue through the 
clinical lens, acquired resistance, i.e. resistance to an-
tibiotics to which they were previously susceptible, is 
of importance. Acquired resistance can be a result of 
either a series of genetic mutating events altering the 
way a bacterium responds to the antibiotic com-
pound, or by obtaining genetic material associated 
with resistance through horizontal transfer. Genetic 
mutations can lead to alterations in the antimicrobial 
target, decrease in the drug uptake, activation of ef-
flux mechanisms extruding the compound, or alter-
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ferent scientific fields have been developing technologies and methods to assist the early and 
reliable detection of AMR to optimize not only treatment but also infection control practices in 
an effort to restrain it. This review focuses on current practices to detect AMR and the cor-
responding resistance mechanisms. From the well-established classic diffusion antibiogram to 
the rapid automated tools that provide susceptibility profiles of bacteria within a few hours, 
and from the time-consuming phenotypic AMR detection methods to rapid molecular AMR 
mechanism detection directly from the sample, Microbiology has come a long way. Most micro-
biological laboratories are currently using a combination of phenotypic and molecular methods 
for AMR detection, in an effort to make the best out of both. Integrating novel technologies 
into the laboratory routine workflow has its challenges, with the financial burden being one of 
the most significant. However, if the progress in the field of Microbiology since the emergence 
of the first resistant microbe until now is any indication, the future holds many more adventures 
and scientific breakthroughs in the fight against AMR.



ations in important metabolic pathways.5 Genetic ho-
rizontal transfer is the result of transformation, trans-
duction, and conjugation. Clinically relevant bacteria 
often acquire resistance through conjugation, using 
genetic mobile elements, namely plasmids, trans-
posons and intergrons.6 

Main mechanisms of resistance in Enterobacterales 
are the production of extended spectrum β-lactamases 
(ESBL) rendering them resistant to third generation 
cephalosporins, and carbapenemase production lead-
ing to carbapenem resistance. Carbapenemases are 
classified in four classes according to Ambler, the 
most frequently used classification system. Clinically 
important strains produce Klebsiella pneumoniae- car-
bapenemases (KPC) (class A), metallo-β-lactamases 
VIM and NDM (class B) and OXA-48 (class D).7 Resistance 
to carbapenems in Pseudomonas aeruginosa is mediated 
by OprD loss and class B carbapenemase production 
such as VIM, IMP or NDM, while Acinetobacter baumannii 
produces non-OXA-48 class D carbapenemases.8,9 The 
main mechanism for resistance to β-lactams in S. 
aureus is penicillin-binding protein production (PBP) 
resulting in low β-lactam affinity. Genes mecA and 
mecC code for production of PBP2a and PBP2, leading 
to methicillin resistance (MRSA).10 Lastly, VanA or VanB 
ligases lead to reduced glycopeptides binding resulting 
in vancomycin resistance (VRE).11 

Greece is endemic for most known multi-drug-re-
sistant organisms (MDRO). According to the latest an-
timicrobial resistance report,12 Escherichia coli strains 
reported from Greece are resistant to third generation 
cephalosporins at a percentage of 21.9%, to fluoro-
quinolones 32.7% and to aminoglycosides 18.7%. Re-
ported K. pneumoniae isolates are resistant to third 
generation cephalosporins at a percentage of 74.5%, 
to carbapenems 66.3%, to fluoroquinolones 74.4% 
and 61.0% to aminoglycosides. Furthermore, 35.7% 
and 28.6% of P. aeruginosa strains are resistant to car-
bapenems and aminoglycosides, respectively, while 
94.6% of A. baumannii strains are carbapenem-resis-
tant. In regard to Gram-positive bacteria, 40.2% of re-
ported S. aureus strains are resistant to methicillin and 
41.8% of Enterococcus faecium strains are resistant to 
vancomycin.12 

Pathogens exhibiting resistance to different anti-
biotic compounds often cause community and hos-
pital-acquired infections, perplexing treatment, in-
creasing length of stay in the hospital and relevant 
costs and increasing morbidity and mortality.13 It is 
imperative to detect and treat these infections in a 
timely and effective way. For the past few decades, 
scientists from different scientific fields have been de-
veloping technologies and methods to assist the early 
and reliable detection of AMR to optimize not only 

treatment but also infection control practices in an 
effort to restrain it. 

 
 

Where are we 
 

Antimicrobial susceptibility testing (Antibiogram) 
1. Classic tools 
Antimicrobial susceptibility testing (AST) is the first 
step to determine the resistance profile of a strain. 
Classical methods include agar and broth macro- and 
micro- dilution to determine minimal inhibitory con-
centration (MIC) of antibiotic agents.14 The broth mi-
crodilution method has been used extensively and is 
currently the basis of both the Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) and European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) stan-
dard methodologies. MIC can also be determined by 
using ETEST©, an antibiotic gradient method that 
combines agar dilution and disk diffusion principles. 
Disk diffusion as described by Kirby and Bauer in 1956, 
is easy to perform, and microbiological laboratories 
around the world have incorporated this method in 
their clinical routine workflows, for decades.15,16 Disk 
diffusion is well established and standardised, easy, 
simple, practical and of low cost. Breakpoints for all 
relevant clinical and emerging bacteria for disk diffu-
sion, broth microdilution and ETEST© methods are 
available according to both, CLSI and EUCAST.17 Fur-
thermore, during the past two decades, a variety of 
chromogenic agar media for detection of resistant 
strains, including ESBL and carbapenemases produc-
tion in Gram-negative bacteria, MRSA and VRE, has 
been developed.18,19 Lastly, colorimetric tests for the 
detection of carbapenemase production, that utilize 
pH changes indicative of growth of resistant bacteria 
have been developed in recent years.20 

 
2. Automated tools 
The introduction of automated devices for AST has 
changed the landscape of the daily microbiological 
routine. These devices perform broth-based micro-
dilution testing utilising wells with broth with increas-
ing concentrations of various antibiotics and continu-
ous monitoring of microbial growth and turbidity to 
provide MIC. They are efficient, easy to use, of relatively 
low cost and provide results for both identification 
and AST fast, significantly reducing the turnaround 
time compared to the classical methods. The three 
most widely used Food and Drug Administration 
(FDA)-approved automated systems are VITEK 2 
(bioMérieux, France), Phoenix system (BD Diagnostic 
Systems, Baltimore, MD, USA) and MicroScan Walka-
way (Dade-Behring MicroScan, Deerfield, IL, USA).21 

97

DETERMINING ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE MECHANISMS IN THE CLINICAL LABORATORY: 
WHERE ARE WE AND WHERE ARE WE HEADING?

ΤΟΜΟΣ 68 • ΤΕΥΧΟΣ 2, Απρίλιος-Ιούνιος 2023



3. Rapid tools 
Increasing pressure for identification and susceptibility 
testing of microbes causing life-threatening infections, 
such as blood stream infections, has led to the devel-
opment of rapid AST systems. The use of these rapid 
systems can reduce even further the turnaround time, 
with identification and AST results in up to 4-6 hours. 
Technologies behind rapid systems include darkfield 
microscopy, real imaging, cell sorting, flow cytometry, 
microfluidics, and bioluminescence.22 Three rapid AST 
systems have been more extensively described and 
evaluated in the existing literature. QMAC-dRAST sys-
tem (QuantaMatrix, Seoul, South Korea), not FDA-ap-
proved yet (application submitted in November 2019), 
utilizes time-lapse microscopic imagery of bacterial 
colony formation in agarose to determine AST directly 
from positive blood cultures in as low as 4 hours. In a 
study from Switzerland that included 130 Enterobac-
terales, 20 non-fermentative Gram-negative bacteria, 
69 staphylococci and 31 enterococci, the overall cat-
egorical agreement, compared to BD Phoenix™ M50, 
was 95.1%, 91.2%, 93.4% and 94.5%, respectively. The 
median time to result was 6.7 hours and observed 
very major errors (classification of a resistant strain as 
susceptible) were below 4%, with the exception of 
staphylococci (7%).23 Specific Reveal™ (bioMérieux, 
France) is a Breakthrough Device Designation – FDA-
approved device for rapid AST results, directly from 
positive blood cultures with a turnaround time of ap-
proximately 5.5 hours. The device uses small molecule 
sensors to detect the volatiles released by microbes 
as they grow, to quantify antibiotic efficacy. In a recent 
American study, Specific Reveal showed 96.3% and 
96.2% categorical agreement, when compared to Sen-
sititre and Vitek 2, respectively. Very major errors were 
observed at a percentage of 1.3%.24 Accelerate Pheno® 
system (Accelerate Diagnostics, USA) is an FDA ap-
proved method for microbial identification and AST 
in 2 and 7 hours, respectively. The system uses gel 
electrofiltration and fluorescence in situ hybridization 
for identification of Gram-negative bacteria and auto-
mated microscopy for bacterial growth rates for AST. 
In recent studies, Accelerate Pheno has shown high 
categorical agreement and low percentage of very 
major errors when compared to different methods, 
including MALDI-TOF and Vitek 225,26 and is currently 
under clinical evaluation. 
 
 
AMR detection 
 
1. Phenotypic tools 
Phenotypic tests for detection of AMR mechanisms 
from microbial colonies have been widely used in mi-

crobiological laboratories. Double Disk Synergy Test 
is used to detect ESBL production in Gram-negative 
bacteria, interpreting inhibition zone diameter differ-
ences for cephalosporins with and without β-lacta-
mase inhibitors such as clavulanate.27 Several tests 
have been developed to detect carbapenemase pro-
duction, some of which can also differentiate between 
different carbapenemase classes. The use of the Mod-
ified Hodge Test for carbapenemase detection is no 
longer recommended by the CLSI due to false positive 
results for ESBL and AmpC producers, and false neg-
ative results for metallo-β-lactamase producers.28 The 
Carbapenem Inactivation Method (CIM) detects car-
bapenemase production by assessing growth or no 
growth of a susceptible E. coli strain around a merope-
nem disk previously immersed in a suspension of the 
microbe under investigation. A modified version of 
CIM, exhibiting high sensitivity and specificity, is rec-
ommended by the CLSI.29 The Combination Merope-
nem Disk Test is based on the inhibiting abilities of 
boronic acid for KPC carbapenemase and EDTA for 
metallo-β-lactamase to differentiate between different 
carbapenemase classes.30 

CLSI guidelines recommend Carba NP, CIM, and/or 
a molecular assay for carbapenemase detection when 
suspected, namely when MIC for imipenem and 
meropenem is below 4 μg/ml and below 2 μg/ml for 
ertapenem. Screening cut-off values for carbapene-
mase production according to EUCAST for merope-
nem and ertapenem MIC is 0.125 μg/ml and 28 and 
25 mm, respectively. Further investigation is rec-
ommended by using a phenotypic method such as a 
combined disk test, a colorimetric assay, or a lateral 
flow immunoassay (LFIA). Choosing the appropriate 
method for carbapenemase production depends 
mostly on the available resources and the local epi-
demiology of resistant microorganisms. Greece is en-
demic for most carbapenemases-producing Entero-
bacterales, hence laboratories use a combined disk 
test, such as the Combination Meropenem Disk Test, 
that confirms carbapenemase production and at the 
same time differentiates between different classes. 

The main disadvantage of the growth-based 
methods is the need for an incubation of up to 24 
hours. Colorimetric tests are based on biochemical or 
electrochemical reactions that provide result in a few 
hours. Carba NP test and its variants utilize incubating 
imipenem with the strain under investigation and a 
pH indicator. Hydrolysis of imipenem is indicated by 
the change of colour when the pH changes.31 Sensi-
tivity and specificity are high for most carbapene-
mases produced by Enterobacterales, with the excep-
tion of OXA-48. Modified versions of the colorimetric 
tests have shown improved detection for all carba-
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penemases including enzymes produced by non-fer-
mentative Gram-negative bacteria.32 LFIA for detection 
of carbapenemase production can provide definitive 
results directly from grown colonies in as little as 15 
minutes. Multiplex LFIA exhibit high sensitivity and 
specificity for all clinically relevant carbapenemases, 
namely KPC, metallo-β-lactamases and OXA-48 pro-
duced by both Enterobacterales and non-fermenters.33 
Local epidemiology and the fact that LFIA cannot de-
tect newly emerging carbapenemases or rare ones 
should be taken under account. Even though LFIA is 
a simple to use and rapid method, the relatively high 
cost is an important factor of consideration when in-
tegrating the method in routine laboratory workflow. 

Resistance to methicillin for Staphylococcus aureus 
strains can be determined using a disk of cefoxitin as 
recommended by both the CLSI and EUCAST, with a 
sensitivity of 97.2% and specificity of 100%, or by any 
AST method. Resistance to methicillin can also be de-
termined by detecting the PBP2a protein directly on 
isolated colonies, using latex agglutination (Oxoid, 
Thermo Fisher Scientific Inc., Lenexa, KS, USA) and an 
immunochromatographic method (Alere, Abbott Dia-
gnostics, Abbott Park, IL, USA). Both methods exhibit 
high sensitivity but relatively low specificity, due to in-
ability to detect methicillin resistance mediated by 
the mecC gene.34 Different AST methods either based 
on inhibition zones or MIC, can be used to determine 
resistance to vancomycin for enterococci. Correct 
species identification is imperative to avoid reporting 
strains intrinsically resistant to vancomycin, such as 
Enterococcus gallinarum and E. casseliflavus. Resist-
ance to both vancomycin and teicoplanin indicate the 
presence of vanA gene while resistance only to van-
comycin the presence of vanB gene.35 LFIA and imm-
unoassays have been proposed and tested for the 
detection of VRE in clinical and food samples. The NG-
Test VanA and VanB (NG Biotech, France) have shown 
excellent sensitivity and specificity.36,37 However, de-
termining the presence of VanA or VanB using LFIA or 
immunoassays significantly increases the cost, when 
resistance to vancomycin can be detected by classic 
cheaper methods like disk diffusion, while not adding 
to the infection control practices.  

 
2. Molecular tools 
Several molecular methods have been used during 
the past few decades for the detection of resistance 
genes associated with all known AMR mechanisms, 
like pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), amplified 
fragment length polymorphism (AFLP), arbitrarily 
primed PCR (e.g. RAPD) and multilocus sequence typ-
ing (MLST). Whole genome sequence (WGS) has slowly 
replaced these methods, providing an abundance of 

information not only in regard to AMR genes, but also 
to phylogenetic relatedness and bacterial typing.38 
However, WGS has certain disadvantages, like high 
costs, and requiring special equipment and trained 
personnel, rendering integrating the method into la-
boratory routine workflows difficult.39 

Genotypic AMR detection methods provide quick 
and reliable results, either from bacterial colonies or 
directly from clinical samples, without time-consum-
ing incubation. Such methods may detect a single 
AMR mechanism or use syndromic panels to detect 
multiple AMR mechanisms.40 Several FDA-approved 
systems have already been integrated into routine mi-
crobiological workflows and evaluated in clinical set-
tings, in recent years.41 

The GeneXpert® system (Cepheid, USA), is an auto-
mated platform that provides a variety of assays for 
AMR detection using real-time polymerase chain re-
action (PCR). The instrument can detect the presence 
of genes associated with all clinically relevant carba-
penemases (blaIMP, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48, blaKPC) 
produced by Enterobacterales and P. aeruginosa from 
bacterial colonies, using the CARBA-R assay. The 
MRSA/SA SSTI and Xpert MRSA/SA, MRSA Nasal Com-
plete assays can detect mecA, SCCmec and attB junc-
tion for MRSA, from skin and soft tissue and nasal 
swabs, respectively. In addition, the Xpert vanA and 
Xpert Carba-R assays can detect vanA VRE and carba-
penemase genes from Enterobacterales, A. baumannii 
and P. aeruginosa, directly from rectal swabs. An Xpert 
MRSA/SA BC assay has been developed for MRSA de-
tection directly from positive blood cultures.42 

The VERIGENE® II System (Luminex, USA) is a mo-
lecular diagnostic platform that performs both targeted 
and multiplex testing on a single sample. The Staph-
ylococcus Blood Culture (BC-S) Nucleic Acid assay de-
tects the mecA gene for MRSA and the mecA, vanA, 
vanB genes for MRSA and enterococci, directly from 
positive blood cultures.43 In addition, the BC-GN assay 
detects carbapenemase related genes (blaCTX-M, blaIMP, 
blaNDM, blaVIM, blaOXA, blaKPC) for Gram-negative bac-
teria in positive blood cultures. 

The FilmArray (BioFire Diagnostics, USA) platform 
is a sample-to-answer multiplex PCR syndromic sys-
tem for the identification of relevant microbial 
pathogens and detection of AMR genes. The BioFire 
PN panel detects clinically relevant microbes and as-
sociated AMR genes from lower tract respiratory spe-
cimens. In addition, the BioFire BCID2 panel detects a 
wide variety of pathogens from positive blood cul-
tures and AMR genes associated with carbapenemase 
and ESBL production for Gram-negative bacteria, me-
thicillin resistance for S. aureus and vancomycin resist-
ance for enterococci.44 
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3. Proteomic tools 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been 
extensively used in recent years for the rapid identifi-
cation of microorganisms. The method has also been 
used to detect specific resistance mechanisms by 
quantifying bacterial enzyme activity towards antibi-
otics or direct detection of genes associated with an-
tibiotic resistance.45 However, the application of the 
method in practice is debatable since MIC determina-
tion is not possible. Furthermore, detection of resist-
ance gene presence does not necessarily translate to 
resistance to antibiotics. 
 
 
Where are we heading 

 
Road bumps ahead and future perspectives 
 
Most microbiological laboratories are currently using 
a combination of phenotypic and molecular methods 
for AMR detection, in an effort to make the best out 
of both. Phenotypic detection often requires pro-
longed turnaround time but is of lower cost, while 
molecular methods are fast, yet expensive. Patients 
might benefit from laboratory workflows that prior-
itize molecular detection in clinical specimens with 
indication of invasive life-threatening infection. For 
example, using a combination of a rapid identification 
system such as MALDI-TOF, after rapid incubation of 
a positive blood culture, with a rapid AST platform, 
followed by phenotypic AMR detection via LFIA, could 
yield results in only a few hours.  In addition, for criti-
cally ill patients or patients with known MDRO risk 
factors, with a positive blood culture, using a sample-
to-answer syndromic platform, can provide valuable 
information in as fast as one hour. Furthermore, rapid 
detection or no detection of any AMR mechanism can 
optimize antibiotic stewardship efforts. 

Even though Microbiology has come a long way 
since the detection of the first resistant microbe, there 
are still some obstacles we need to overcome. Inte-
grating rapid phenotypic and molecular methods for 
AMR detection in the daily laboratory routine requires 
keeping up with innovative and cutting-edge tech-
nologies, special equipment, trained personnel, and 
efficiently utilize and communicate the relevant infor-
mation and data to clinicians, in order to optimize clin-
ical practices. More importantly, these methods need 
to be integrated in a financially sustainable way, espe-
cially in MDRO endemic environments like Greece, 
where the high number of isolated MDRO can sub-
stantially increase the costs. 

There are currently many promising technologies 

in the field of AMR detection, at the stage of proof of 
concept. These include microfluidics with automated 
time-lapse photomicrography, measuring optical 
density and the scattered intensity by forward laser 
light scattering, single-cell morphological analysis, de-
tection of volatile organic compounds associated with 
microbial metabolism, and cultivation and semi quan-
titative smartphone-based visual analysis of nucleic 
acid products.46 

Artificial intelligence (AI) is a field that combines 
computer science and robust datasets, to enable prob-
lem-solving. Machine-learning is a branch of AI that 
utilizes data and algorithms to imitate the way the 
human brain learns and processes information to im-
prove performance. AI has already been tested 
through different angles, in order to determine the 
different approaches that can be used regarding AMR 
detection and management. These approaches in-
clude the prediction of AMR by a combination of flow 
cytometry and machine learning and a combination 
of infrared spectroscopy with artificial neural net-
work.47 In addition, AI can analyse and manage shot-
gun or metagenomic DNA sequences for the predic-
tion of AMR. Furthermore, machine learning models 
have shown potential for diagnosing sepsis based on 
parameters such as clinical signs, biochemical factors 
and biomarkers, and ultimately support the optimiza-
tion of antibiotic strategies for sepsis. However, inte-
grating AI for AMR detection in clinical laboratories 
poses some significant challenges. In addition to the 
extensive training needed to use AI programs and in-
terpret the results, obtaining the necessary big data 
to export clinically relevant conclusions is expensive 
and time consuming. Data quality, also significantly 
affects AI performance. Lastly, when it comes to AMR 
mechanisms for less common microorganisms or iso-
lated from unusual environments, it is challenging to 
develop effective machine-learning models.48,49 

 
 

Conclusions 
 

This review demonstrates the abundance of methods 
at our disposal when it comes to battling AMR. The 
susceptibility profile of a microorganism can be de-
termined by the inhibition zones of the simple disk 
diffusion method, by the MIC provided by BMD, 
ETEST© and automated tools or even directly from 
positive blood cultures in a matter of a few hours. In 
addition, AMR mechanisms can be detected using 
phenotypic disk tests, immunoassays, LFIA and more 
elaborate molecular methods. Many more principles 
and methods are currently being developed and 
tested to that end. 
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Undoubtedly, evolution of AMR poses various chal-
lenges and often complicates the development of ef-
ficient diagnostic tools, the determination of optimal 
treatment and the implementation of appropriate in-
fection control practices. However, if the progress in 
the field of Microbiology since the emergence of the 
first resistant microbe until now is any indication, the 
future holds many more adventures and scientific 
breakthroughs in the fight against AMR. 
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Λέξεις κλειδιά 
Αντιβιόγραμμα, μηχανισμός αντοχής στα αντιβιοτικά, φαινοτυπική ανίχνευση 
αντιμικροβιακής αντοχής, μοριακή ανίχνευση αντιμικροβιακής αντοχής

Μεθοδολογίες προσδιορισμού της αντιμικροβιακής ευαισθησίας και 
των μηχανισμών μικροβιακής αντοχής στο κλινικό εργαστήριο: πού 
βρισκόμαστε και πού οδεύουμε;

Νεκταρία Ρεκλείτη 
Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Γενικό Νοσοκομείο Πειραιά «Τζάνειο» 
 
Από την ανακάλυψη της πενικιλίνης, περίπου έναν αιώνα πριν μέχρι σήμερα, η μάχη ενα-
ντίον των μικροβίων έχει υπάρξει σφοδρή αλλά και άνιση. Τα μικρόβια έχουν αποδειχθεί 
εξαιρετικά ευπροσάρμοστα αναπτύσσοντας πολλούς διαφορετικούς μηχανισμούς αντοχής 
απέναντι στα αντιβιοτικά. Οι κυριότεροι μηχανισμοί αντοχής αφορούν την αδρανοποίηση 
των κεφαλοσπορινών και των καρβαπενεμών για τα Gram αρνητικά βακτήρια, την αντοχή 
στην μεθικιλλίνη για τον Staphylococcus aureus και την αντοχή στην βανκομυκίνη για τους 
εντεροκόκκους. Η Ελλάδα είναι ενδημική για τα περισσότερα πολυανθεκτικά μικρόβια τα 
οποία προκαλούν ενδονοσοκομειακές λοιμώξεις, αλλά και λοιμώξεις της κοινότητας που 
περιπλέκουν την θεραπεία των ασθενών, επιμηκύνουν την παραμονή τους στο νοσοκομείο, 
αυξάνουν το κόστος νοσηλείας και εμφανίζουν υψηλή νοσηρότητα και θνητότητα. Η ανί-
χνευση και θεραπεία των λοιμώξεων από πολυανθεκτικά μικρόβια με τρόπο αξιόπιστο και 
γρήγορο είναι ιδιαιτέρως σημαντική. Τις τελευταίες δεκαετίες επιστήμονες από διαφορετικά 
πεδία έχουν αναπτύξει νέες τεχνολογίες και μεθόδους, με σκοπό να βελτιστοποιηθεί τόσο 
η θεραπευτική αντιμετώπιση όσο και οι πρακτικές ελέγχου λοιμώξεων. Με την παρούσα με-
λέτη γίνεται μια ανασκόπηση των μεθόδων ανίχνευσης αντιμικροβιακής αντοχής και των 
μηχανισμών της. Από το κλασικό αντιβιόγραμμα διάχυσης δίσκων στα γρήγορα συστήματα 
καθορισμού προφίλ ευαισθησίας μέσα σε λίγες μόνο ώρες, και από τις πολύωρες φαινοτυ-
πικές μεθόδους ανίχνευσης αντοχής μέχρι τα γρήγορα μοριακά πάνελ ανίχνευσης μηχανι-
σμού αντοχής απευθείας από το δείγμα, η Μικροβιολογία έχει κάνει άλματα. Τα περισσότερα 
μικροβιολογικά εργαστήρια χρησιμοποιούν έναν συνδυασμό των κλασικών και των νεότε-
ρων μοριακών μεθόδων για την ανίχνευση του μηχανισμού αντοχής, καθώς η αποκλειστική 
εφαρμογή μοριακών μεθόδων εμφανίζει ακόμη αρκετές προκλήσεις, με μια από τις κυριό-
τερες την οικονομική επιβάρυνση. Ωστόσο, η αλματώδης πρόοδος της Μικροβιολογίας από 
την εμφάνιση του πρώτου ανθεκτικού μικροβίου μέχρι και σήμερα, αποτελεί ελπιδοφόρο 
οιωνό για το μέλλον και τις συναρπαστικές ανακαλύψεις που θα φέρει.
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Summary

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is one of the main causes of urinary tract infections (UTIs). 
We aimed to investigate the antimicrobial resistance (AMR) pattern, the frequency of some viru-
lence genes (VGs), and the association of AMR with VGs.  
A total of 300 urine samples were collected from patients suspected to have UTI. The samples 
were examined by biochemical and microbiological methods and VITEK2 compact system to 
identify the bacterial infectious agents. The antimicrobial resistance pattern and virulence genes 
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Introduction 
 

Urinary tract infection (UTI) is an important infectious 
disease in humans. Previous studies have reported 
that UTI can be caused by many pathogens such as 
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, and 
other microorganisms.1 E. coli, the main cause of UTI, 
is a part of the normal flora of healthy individuals but 
some strains may lead to disease in the intestine or 
some other organs. Uropathogenic E. coli (UPEC) 
strains have acquired virulence properties that enable 
them to cause disease. Pathogenic E. coli strains are 

generally classified into three groups of diarrheagenic, 
uropathogenic and strains causing other extra-intes-
tinal manifestations, including sepsis/meningitis.2 

To form a UTI, E. coli needs to overcome several de-
fense lines. Virulence factors (VFs) are molecules pro-
duced by bacteria that enable the microorganisms to 
thrive within host species, and increase the ability of 
microbes to cause disease.3 Virulence genes (VGs) of 
UPEC strains are transferred by plasmids or localized 
on chromosomal gene clusters, called “pathogenicity 
islands”.4 

Some of the major VFs which found in UPEC are ad-
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(papAH, papC, papEF, papG, fimH, and fyuA) profile of UPEC isolates were investigated and the 
relationship between these traits was evaluated by statistical methods. 
Among these samples, 201 (67%) exhibited a positive growth on culture media. E. coli was 
isolated from 60 (29.85 %) specimens followed by Klebsiella pneumoniae 42 (20.90%), Staphy-
lococcus aureus 38 (18.9%), Enterobacter spp 29 (14.43%), Pseudomonas aeruginosa 10 (4.98%), 
Proteus mirabilis 15 (7.46%), others about 7 (3.48 %) isolates. Antibiogram results of 15 antibiotics 
examined showed that all E. coli isolates were multidrug-resistant (MDR). The commonest anti-
microbial resistance was observed against Streptomycin (100%), Kanamycin (98.3%), and Am-
picillin (96.7%). The most sensitive agents were Meropenem (96.4%), Nitrofurantoin (93.4%), 
and Imipenem (85%). VGs detected among UPEC isolates were fimH (88.3%), papAH (85%), papC 
(85%), papG (80%), fyuA (80%), and papEF (60%).These results alleged no strong correlation be-
tween VGs and AMR in E. coli strains.  
Based on the results of the present study, virulence genes, and antimicrobial resistance are in-
dependent properties and can transfer to other bacteria separately.Further studies are needed 
to better understand the relationship between different virulence factors (VFs) and AMR at a 
molecular level, as most UPEC isolates express several VFs and AMR simultaneously.
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hesins, protectins, toxins, and iron-acquisition sys-
tems.5 More than ten different pilus systems are rec-
ognized in UPEC strains; however, the most common 
and best characterized are type 1 and P pili encoded 
by the fim and pap operons, respectively.6 

The second common VG of UPEC is papC which 
plays an important role in producing pylonephritis 
caused by ascending UPEC strains. P fimbriae are het-
eropolymeric fibers composed of different protein 
subunits including Pap C, Pap A, Pap H, Pap K, Pap E, 
and Pap F.7 

Several iron-acquisition systems have been identi-
fied in pathogenic E. coli. Yersiniabactin is associated 
with a siderophore system in which low mass mole-
cules have high affinities for iron absorption, and are 
important in pathogenic bacteria. Yersiniabactin 
could solubilize the metal bounds in host binding pro-
teins and transport iron to bacteria because of their 
high affinity to iron. The expression of yersiniabactin 
is regulated by fyuA gene.8 

Antimicrobial resistance (AMR) genes are typically 
acquired through mobile genetic elements (MGE) in-
cluding plasmids, insertion sequence elements, trans-
posons, and integrons.9 

Many MGEs, especially plasmids, are transferred be-
tween different members of the Enterobacteriaceae 
enabling the spread of the resistance genes.10 MGE 
scan also encode VFs, and there may be an interplay 
between virulence and AMR.9 AMR is rapidly increas-
ing and has become a global problem. Resistance de-
velopment and appearance of multidrug-resistant 
(MDR) strains in UTIs may be due to frequent use of 
antimicrobial agents usually with broad spectrum, 
hospitalization, anomalies in the urinary tract system, 
age, catheterization, and recurrent UTIs.11 

Several studies have shown that resistant E. coli 
strains tend to be less pathogenic than susceptible 
isolates; however, some studies reported opposite re-
sults.12,13 Furthermore, it remains unclear whether vir-
ulence and antimicrobial resistance are co-associated 
factors or independent. In this study, we investigated 
the frequency of some VGs and resistance against an-
tibiotics, then their relationships were determined. 

 
 

Materials and Methods 
 

Sample Collection 
The current study was conducted at the AL Zubair 
Hospital and Dar AL Shifaa Investment Hospital in 
Basra; Iraq, from November 2020 to March 2021.  The 
urine samples were collected from patients referred 
to AL Zubair hospital and Dar AL Shifaa Investment 
hospital in Basra, Iraq. A total of 300 urine specimens 

were collected, and then the demographical data 
such as name, age, gender, address and clinical man-
ifestation (cystitis, pyelonephritis) were recorded by 
physicians. The samples of patients who had taken 
any medicine in the past three days were excluded 
from the study. Midstream urine was collected from 
suspected patients and sent to the laboratory for 
further analysis. 
 
Isolation and identification of microorganisms 
Urine samples were analyzed and then cultured on 
blood agar (Merck, Germany) and MacConkey agar 
(Merck, Germany). Cultured samples were incubated 
overnight at 37°C. If the growth count was less than 
103 CFU/mL or when growth of two or more species 
were detected, the samples were considered negative 
or contaminated, respectively. Urinary infection was 
positive by the number of ≥105 CFU/mL. Grown bac-
teria were identified using conventional morpholog-
ical and biochemical tests including Gram staining, 
culture on Eosin Methylene Blue (Merck, Germany), 
Triple Sugar Iron agar (TSI)(Merck, Germany), Methyl 
Red-Voges-Proskauer (MR-VP)(Merck, Germany), and 
Simmons Citrate agar (Merck, Germany). Final confir-
mation was performed using VITEK2 compact system 
(Biomerieux , USA). 
 
Antimicrobial Susceptibility Testing 
All E. coli isolates were subjected to antibiotic suscep-
tibility analysis using the Kirby-Bauer disc diffusion 
method. The selection of antibiotic discs was done 
according to the guidelines recommended by the 
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 
2020).14 Antibiotic discs (Liofilchem, Italy) used, in-
cluded streptomycin (10 μg), kanamycin (30 μg), cip-
rofloxacin (5 μg), amikacin (30 μg), amoxicillin-clavu-
lanate (30 μg), tetracycline (30 μg), meropenem (10 
μg), ampicillin (25 μg), cefotaxime (30 μg), trim-
thoprim-sulphametoxazole (25 μg), nitrofuranation 
(300 μg), ceftazidime (30 μg), and imipenem (10 μg). 
 
Genomic DNA Extraction 
Genomic DNA of E. coli isolates was extracted using 
Wizard® Genomic DNA extraction kit (Promega, USA) 
according to the instructions. The extracted DNA was 
stored at -20°C until use. 
 
Multiplex PCR 
The presence of papAH, papC, papEF, papG, fimH, and 
fyuA genes was evaluated by multiplex PCR. The 
primer sequences and reactions were performed ac-
cording to protocols described by Johnson and Stell.15 
Amplification was done in a 25-μL reaction mixture 
containing 12.5 μL PCR master mix (Promega; USA), 
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5μL DNA template, 0.6 μM of each primer and distilled 
water up to 25μL. PCR amplifications consisted of pri-
mary denaturation at 94°C for 5 min, 35 cycles of de-
naturation at 94°C for 1 min, annealing at 60°C for 1 
min and extension at 72°C for 1 min and finally an ex-
tension at 72°C for 7 min in a thermal cycler (Applied 
Bio System USA). 
 
Statistical Analysis 
Relationship between VFs and antimicrobial resist-
ance was evaluated using Spearman’s correlation co-
efficient matrix. Results were shown using a 
correlogram drawn by R software (version 4.1.3). Cor-
relations with a p <0.001 were considered significant. 
A dendrogram was drawn according to UPGMA (un-
weighted pair group method with averaging) sup-
ported by the Numerical Taxonomy and Multivariate 
Analysis System (NTSYS) package version 2.02pc to 
evaluate the similarity between isolates based on VGs 
profile and antimicrobial resistance pattern of UPEC 
isolates. 
 
 
Results 

 
Profile of bacteria isolated from patients with UTI 
In the present study, 300 urine samples were collected 
from patients suspected to have UTI based on clinical 
manifestations. Among these, 201 (67%) exhibited 
growth of uropathogenic bacteria, while 99 (33%) 
showed no growth. Out of 201 detected isolates, 38 
(18.9%) and 163 (81.1%) were Gram-positive, and 

Gram-negative bacteria, respectively. The positive cul-
tures for women and men were 152 (75.62%) and 49 
(24.37%), respectively, which was statistically signifi-
cant (p <0.05). These identified bacteria belonged to 
different genera. Among Gram negatives, 60 (29.85%), 
42 (20.90%), 29 (14.43%), 15 (7.46%), and 10 (4.98%) 
urine specimens were positive for E. coli, Klebsiella 
pneumoniae, Enterobacter sp., Proteus mirabilis, and 
Pseudomonas aeruginosa, respectively. The other Gram 
negatives were about seven (3.48 %). Staphylococcus 
aureus, a Gram positive pathogen, was isolated from 
38 urine samples (Fig 1). The samples which showed 
no bacterial growth or growth below 105cfu/mL were 
excluded from the study. Symptoms of these patients 
could be attributed to other causes outside the target 
of this study. Therefore, we found E. coli as the pre-
dominant etiology of UTI. 
 
Antimicrobial Susceptibility Determination 
All UPEC isolates were subjected to antimicrobial sus-
ceptibility testing according to the CLSI (2020) guide-
lines. As shown in Fig 2, antimicrobial resistance was 
determined, in receding frequency, against strepto-
mycin (100%), ampicillin (95%), ceftazidime (93.3%), 
cefotaxime (86.7%), trimethoprim-sulphametoxazole 
(78.3%), amoxicillin-clavulanate (63.3%), nalidixic acid 
(58.3%), ciprofloxacin (53.3%), kanamycin (40%), gen-
tamycin (36.7%), amikacin (26.7%), imipenen (15%), 
nitrofurantoin (6.6%), meropenem (3.3%) (Fig 2). 
 
Distribution of VGs 
The PCR results showed that 96% of the UPEC isolates 108
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Figure 1 Profile of bacteria isolated from patient with urinary tract infection.



had at least one of the investigated VGs. The highest 
and lowest frequencies were related to the fimH 
(88.3%) and the papEF (60%) isolates. The genes of 
papC, papAH, papG, and fyuA were detected in 51 
(85%), 51 (85%), 48 (80%), and 48 (80%) of UPEC iso-
lates, respectively. 
 
Correlation between antimicrobial resistance 
and VGs 
Spearman’s correlation coefficient matrix was per-
formed to determine the relationship of antimicrobial 
resistances, VGs, and antimicrobial resistances with 
VGs.The strongest associations were detected among 
resistance to: nalidixic acid and gentamycin, ciproflox-
acin and gentamycin, ciprofloxacin and nalidixic acid, 
and amoxicillin-clavulanic acid and kanamycin. pap 
genes showed a relationship with each other (Fig 3). 
 
Cluster analysis 
The drawn dendrogram showed 35 (58%) isolates lo-
cated in one major cluster due to similarity in genetic 
background and antimicrobial resistance pattern (Co-
efficient of 0.8) (Fig 4).  

 
 

Discussion 
 

Based on our results, UPEC is one of the major caus-

ative agents of UTIs in Basrah city, Iraq. In the present 
study, the frequency of UPEC isolates was higher in fe-
males than in males. It could be due to hormonal and 
anatomical differences of the urinary tract in females.  

Findings of the present study revealed a high rate 
of resistance to streptomycin, kanamycin, and ampi-
cillin. Studies from other countries also reported a 
high frequency of AMR against UPEC isolates.12,16 We 
found that 63.3% of the UPEC isolates were resistant 
to amoxicillin-clavulanic acid. In Mexico, UPEC strains 
related to outpatients with uncomplicated UTI 
showed 19.6% resistance against amoxicillin-clavu-
lanic acid.17 Another study on community-acquired 
UTIs in Italy reported 18.2% resistance against amox-
icillin-clavulanate in UPEC isolates.18 

With respect to the findings of the present study, 
UPEC isolates showed high sensitivity to meropenem, 
nitrofurantoin and imipenem, which was in accor-
dance with the results of other studies.19-20 Nitrofu-
rantoin is prescribed only for the treatment of uncom-
plicated UTIs, because it cannot reach an appropriate 
level in the bloodstream. Nitrofurantoin is not rec-
ommended for complicated UTI or systemic involve-
ments; however, due to increased resistance against 
sulfamethoxazole-trimethoprim and quinolones in 
UPEC strains, the rational use of nitrofurantoin has 
been recommended in cases such as re-infection or 
prophylaxis of recurrent uncomplicated UTIs.21-22 
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Figure 2  Antibiotic susceptibility pattern of uropathogenic Escherichia coli isolates.



Detection of VFs can improve our knowledge about 
the pathogenic processes of UTI and reduce compli-
cations such as kidney failure. In the present study, 
we determined the frequency of six important VGs 
among UPEC isolates. We deployed a molecular 
method to explore the association between some VGs 
and AMR in UPEC strains isolated from patients with 
UTI in Basrah city, Iraq. UPEC isolates carry different 
Vgs and are diverse due to the presence of MGEs such 
as plasmids, transposons, pathogenic islands (PAIs), 
and bacteriophages. These genetic elements may 
carry AMR genes in addition to Vgs. It has been re-
ported that some plasmids belonging to the IncF in-
compatibility group, carry both virulence and antibi-
otic resistance genes.12 

Type 1 and P fimbriae are frequent among UPEC 
strains isolated from cystitis and pyelonephritis, re-
spectively.23 In the present study, fimH which encodes 
the type 1 fimbria was found in almost (88.3%) UPEC 
isolates. Other studies reported a lower frequency of 
fimH such as that reported by Paniagua-Contreras et 
al (2017) in Mexico with a prevalence rate of 61.3%.24 
Tiba et al conducted a study on the VGs of UPEC 
strains isolated from patients with cystitis.25 The high-

est frequency rates of VFs were related to fimH (97.5%) 
and papC (32.7%). In E. coli strains isolated from Ro-
manian adults with UTI, the incidence rate of fimH and 
papC was reported at 86% and 36%, respectively.26 In 
our study, both papC and papAH were found in 85% 
of UPEC isolates.  

The results showed that the UPEC isolates carried 
these six VFs with high frequencies. These results 
demonstrated no strong correlation between VGs and 
AMR in E. coli strains. A strong association between 
pap genes indicates that these genes are located in a 
gene cluster.  

Johnson et al believe that AMR and virulence do 
not usually co-evolve and most multidrug resistant 
isolates are less virulent than susceptible ones.13 Ho-
wever, some researchers reported a positive associa-
tion between virulence traits including fimH receptors 
with AMR.27,28 There are many contradictions in this re-
gard. To sum up, UPEC strains differ in their patho-
genic potential and susceptibility to antimicrobial 
drugs in different patient populations, a point that 
should be considered when guidelines are developed 
for the management of UTI. Regular evaluations and 
formulation of antibiotic use policy are essential in 
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Figure 3

Correlogram generated ac-
cording to the relationship 
between the presence of 
UPEC virulence genes and 
antimicrobial susceptibility 
pattern. The relationships 
with p> 0.05 are marked 
with a cross (x). GEN: 
gentamycin; NA: nalidixic 
acid; KAN: kanamycin; 
CIP: ciprofloxacin; TET: 
tetracycline; AM: amika-
cin, AMC: amoxicillin-
clavulanate, TET: tetracy-
cline, MEM: meropenem, 
AMP: ampicillin, cefotax-
ime, TMP-SMX: trim-
thoprim-sulphametoxa-
zole, FM: nitrofuranation, 
CTZ: ceftazidime, and 
IMP: imipenem.  



managing the transmission and acquisition of AMR. 
Further studies are necessary to better understand 
the relationship between different VFs and AMR at a 
molecular level as most UPEC isolates simultaneously 
express several AMR or VFs. However, based on the 
results of this study VGs and antimicrobial resistance 
are independent properties and can transfer to other 
bacteria separately. 

Conclusion 
 

E. coli is one of the main causative agents of UTI. The 
results showed that UPEC isolates harbored different 
VFs. Moreover, we did not find a strong connection 
between VFs and AMR in UPEC isolates. Further 
studies are needed to better understand the relation-
ship between different VFs and AMR at a molecular 
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Figure 4 UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetic clustering) dendrogram according to data from antimicrobial 
resistance phenotype and virulence genes of uropathogenic Escherichia coli strains. Positive genes or antimicrobial 
resistance were shown with green color, while negative genes or antimicrobial susceptibility were shown with white 
color. GEN: gentamycin; NA: nalidixic acid; KAN: kanamycin; CIP: ciprofloxacin; TET: tetracycline; AM: amikacin, 
AMC: amoxicillin-clavulanate, TET: tetracycline, MEM: meropenem, AMP: ampicillin, cefotaxime, TMP-SMX: trim-
thoprim-sulphametoxazole, FM: nitrofuranation, CTZ: ceftazidime, and IMP: imipenem.



level, as the most UPEC isolates simultaneously ex-
press several VFs and AMR. 
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Το ουροπαθογόνο στελέχη Escherichia coli (UPEC) είναι μια από τις κύριες αιτίες ουρολοι-
μώξεων (UTIs). Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της αντιμικροβιακής αντο-
χής (AMR), η συχνότητα ορισμένων γονιδίων λοιμογόνου δράσης (VGs) και η τυχόν συσχέτιση 
τους. Συνολικά συλλέχθηκαν 300 δείγματα ούρων από ασθενείς με υποψία ουρολοίμωξης. 
Τα δείγματα εξετάστηκαν με τις κλασικές βιοχημικές και μικροβιολογικές μεθόδους, ενώ η 
ταυτοποίηση και ο έλεγχος ευαισθησίας των απομονούμενων μικροοργανισμών έγινε με 
το ημιαυτοποιημενο σύστημα VITEK2 (bioMerieux). Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε το προφίλ 
γονιδίων λοιμογόνου δράσης (papAH, papC, papEF, papG, fimH, and fyuA) των απομονούμε-
νων UPEC και έγινε διερεύνιση τυχόν συσχέτισή τους με το αντίστοιχο προφίλ της αντιμι-
κροβιακής αντοχής με στατιστικές μεθόδους. Μεταξύ των δειγμάτων, 201 (67%) έδωσαν 
θετικό αποτέλεσμα στην καλλιέργεια. Ο μικροοργανισμός E. coli απομονώθηκε από 60 
(29,85 %) δείγματα, ακολουθούμενος από τους μικροοργανισμούς Klebsiella pneumoniae 
42 (20,90%), Staphylococcus aureus 38 (18,9%), Enterobacter spp. 29 (14,43%), Pseudomonas 
aeruginosa 10 (4.98%), Proteus mirabilis 15 (7.46%) και λοιποί μικροοργανισμοί 7 (3.48 %). 
Τα αποτελέσματα αντιβιογράμματος για 15 αντιβιοτικών που εξετάστηκαν έδειξαν ότι όλα 
τα απομονωμένα στελέχη E. coli ήταν πολυανθεκτικά (MDR). Η συνηθέστερη αντιμικροβιακή 
αντοχή παρατηρήθηκε έναντι στρεπτομυκίνης (100%), καναμυκίνης (98,3%) και αμπικιλλίνης 
(96,7%). Τα μεγαλύτερα ποσοστά ευαισθησίας παρατηρήθηκε σε μεροπενέμη (96,4%), νι-
τροφουραντοΐνη (93,4%) και  ιμιπενέμη (85%). Τα VGs που ανιχνεύθηκαν μεταξύ των απο-
μονώσεων UPEC ήταν: fimH (88,3%), papAH (85%), papC (85%), papG (80%), fyuA (80%) και 
papEF (60%). Η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι δεν υπάρχει ισχυρή συσχέτιση μεταξύ VGs 
και AMR στα στελέχη E. coli της μελέτης. Συμπερασματικά, τα γονίδια λοιμογόνου δράσης 
και η αντιμικροβιακή αντοχή είναι ανεξάρτητες ιδιότητες και μπορούν να μεταφερθούν 
χωριστά σε άλλα βακτήρια. Απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την καλύτερη κατανόηση 
της σχέσης μεταξύ διαφορετικών παραγόντων λοιμογόνου δράσης (VFs) και AMR σε μοριακό 
επίπεδο, καθώς τα περισσότερα απομωνούμενα στελέχη UPEC εκφράζουν ταυτόχρονα 
πολλά VFs και πολυαντοχή.
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O r i g i n a l  a r t i c l e

Summary

Although Coagulase Negative Staphylococci (CoNS) have been considered for years as colon-
izers of the human body, it is now clear that they can cause serious infections, especially 
among immunocompromised patients. Various genes express for pathogenic mechanisms, 
including the icaA and icaD which enhance biofilm production, as well as genes than encode 
for staphylococcal enterotoxins (sea, seb) and the toxic shock syndrome toxin (tst). The aim of 
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Differences in the detection of virulence genes among clinical isolates 
of Coagulase-Negative Staphylococci



Introduction 
 

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) constitute 
a large part of the human skin and mucosa micro-
biome with more than 50 species comprising the 
group so far.1 Various species of CoNS are also com-
mon colonizers of the anterior nares, external ear 
canal and upper respiratory and gastrointestinal 
tract.2 Given the fact also that compared to Staphy-
lococcus aureus, CoNS are considered to be less viru-
lent, in the past, most of the times, their presence in 
clinical samples was dismissed as contamination.3 
However, recent demographic changes and continu-
ous medical advances have led to higher life expecta-
tion which is nevertheless coupled with various 
comorbidities, increased numbers of immunocom-
promised patients and an ever-increasing use of ca-
theters and foreign devices. As a result, CoNS have 
emerged as opportunistic pathogens.4 The most fre-
quently isolated CoNS species in clinical samples is 
Staphylococcus epidermidis (>50% of CoNS isolates) 
followed by Staphylococcus haemolyticus and Staphy-
lococcus hominis.2 

The main risk factor for an infection caused by 

CoNS is the existence of a foreign medical device in 
the human body. Therefore, foreign-body related in-
fections (FBRIs), either local or bloodstream related, 
are the most common clinical entities associated with 
CoNS,5 such as catheter-related bacteremias,6,7 and 
prosthetic joint infections.8 In addition, in late onset 
neonatal sepsis (i.e., between 3 and 30 days of life), 
CoNS are common pathogens, especially for infants 
born at a lower gestational age.9 

The most important virulence factor of CoNS is their 
ability to produce biofilm.10 This extracellular matrix 
which encapsulates bacterial aggregates allows them 
to evade the host’s immune system and protects them 
against antibiotics.4 The accumulation of biofilm in 
CoNS is mainly mediated through Polysaccharide In-
tercellular Adhesin (PIA) whose synthesis relies on 
enzymes encoded in icaA/D/B/C genes. Co-expression 
of icaA and icaD genes has been found to significantly 
increase the amount of biofilm produced.11 

Another major category of Staphylococcal viru-
lence factors are toxins, like the enterotoxins (e.g., SEA, 
SEB, SEC etc., encoded by the sea/seb/sec genes) and 
the Toxic shock syndrome toxin (TSST, encoded by the 
tst gene). Although they have been mostly studied in 
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this study was to detect and determine through PCR the presence and distribution of these 
genes in CoNS strains isolated from clinical specimens. The results of the study showed that 
icaA and icaD genes were present in 49% and 52% of CoNS strains respectively, while 36,5% 
of the strains harbored the tst gene. No CoNS strains harbored the enterotoxin A and B genes. 
The S. epidermidis strains harbored the icaA/D and tst genes more frequently than the remaining 
CoNS species (statistically significant difference, p<0.001 and p=0.001, respectively).
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S. aureus, the occasional ability of CoNS isolates to 
produce these toxins has been proved in recent 
years.12,13 

The objective of the present study was to detect 
the presence and distribution of genes associated 
with Staphylococcal virulence, more specifically icaA, 
icaD, sea, seb, and tst, among CoNS strains isolated 
from clinical samples of hospitalized patients. 

 
 

Materials & Methods 
 

All CoNS strains isolated from blood cultures and cul-
tures of i.v. catheters and/or implanted cardiac de-
vices of hospitalized patients at the Onassis Cardiac 
Surgery Center in Athens, Greece during a three-
month period in 2022 were collected. 

Genus and species identification was performed 
using MALDI-TOF technology (MALDI Biotyper, Bruker 
Daltonics, Bremen, Germany). The minimum acceptable 
identification score value was set at 1.7. After identifi-
cation was complete, and if multiple isolates were 
collected from a single patient, the first isolate per 
species, per clinical source, per patient was included 
in the study. 

Antimicrobial susceptibility testing was performed 
using the MIC Panel Type 33 for Gram-positive pa-
thogens (Microscan, Dade Behring). The antibiotics 
tested and the respective MIC range (mg/L) were: 
penicillin (0.12-8), cefoxitin screen (4), oxacillin (0.25-
2), ceftaroline (0.5-1), nitrofurantoin (32-64), gentami-

cin (1-8), tobramycin (1-8), amikacin (8-32), mupirocin 
(256), chloramphenicol (8-16), erythromycin (0.5-4), 
clindamycin (0.25-2), daptomycin (1-4), ciprofloxacin 
(1-2), levofloxacin (1-4), moxifloxacin (0.5-1), norflox-
acin (4-8), fosfomycin (32-64), linezolid (1-4), pristi-
namycin (1-2), fusidic acid (2), minocycline (1-8), 
tetracycline (1-8), vancomycin (0.25-16), teicoplanin 
(1-16), quinupristin-dalfopristin (1-4), co-trimoxazole 
(2/38-4/76) and rifampicin (0.5-2). 

DNA extraction was performed from colonies har-
vested from a 24h culture on 5% sheep blood agar 
plates (Bioprepare, Gerakas, Greece) using the Qiagen 
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), ac-
cording to the manufacturer’s instructions. 

PCR reactions were performed as single reactions 
for the icaA and icaD genes and as multiplex reactions 
for the sea, seb and tst genes, according to previously 
published protocols.14-16 The primers used are de-
picted in Table 1. Each single PCR was carried out in a 
total volume of 20 μl containing 10μl of GoTaq® 2X 
Colorless Master Mix (Promega Corporation, USA), 
and 0.1 μM of forward and reverse primers. Amplifica-
tion was performed in a Bio-Rad iCycler Thermal 
Cycler using an initial cycle at 95°C for 5 min, followed 
by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec, anneal-
ing of the primers at 55°C for 30 sec and extension at 
72°C for 30 sec, and a final step at 72°C for 5 min. The 
multiplex PCR was carried out in a total volume of 
25μl containing 12 μl of GoTaq® 2X Colorless Master 
Mix, 0.1 μM of forward and reverse primer for sea and 
tst genes, 0.2 μM of forward and reverse primer for 
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Gene                               Pr imer sequence

                       Product 
                                                                                                     size (bp)    Reference 

    
icaA

         F: 5’-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3                
188

               
15

 

                      R: 5’-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’                                       

    
icaD

         F: 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’             
198                15

 

                      R: 5’-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3’                                 

    
tst

             F: 5’-ATCGTAAGCCCTTTGTTG -3’                    
578                16

 

                      R: 5’-GTGGATCCGTCATTCATTG-3’                                           

    
sea

            F: 5’-CATTGCCCTAACGTTGAC -3’                    
619                16

 

                      R: 5’-CGAAGGTTCTGTAGAAGTATGG -3’                                 

    
seb

            F: 5’-CTAAACCAGATGAGTTGCAC-3’              
489                16

 

                      R: 5’-CCAAATAGTGACGAGTTAGG-3’

The sequences of the primers used for PCR.Table 1



seb. Amplification was performed in a Bio-Rad iCycler 
Thermal Cycler using an initial cycle at 95°C for 15min, 
followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 2 
min, annealing of the primers at 51°C for 1 min, and 
extension at 72°C for 1 min, and a final step at 72°C for 
5 min. 

All PCR products were visualized on a 2% agarose 
gel under UV illumination and compared to a stan-
dard 100bp Ladder (Nippon Genetics, Europe). 

Statistical evaluation was performed using x2 and 
significant difference was set at p<0.01.  

 
 

Results and discussion 
 

A total of 90 CoNS strains were included in the study 
and were identified as follows: 63 S. epidermidis, nine 
S. haemolyticus, eight S. hominis, four S. capitis, three 
S. warneri, two S. pettenkoferi and one S. pasteuri. The 
mean MALDI identification score value was higher 
than 2 for every isolate. 

A total of 69 isolates (evenly distributed among the 
species) were resistant to antistaphylococcal penicil-
lins (MRCoNS), of which a number of strains were ad-
ditionally resistant to one or more of the four major 
antibiotics for MRCoNS (vancomycin, teicoplanin, line-
zolid and daptomycin) as follows: resistance to teico-
planin was exhibited in 18 isolates (20%) comprising 
14 S. epidermidis and four S. haemolyticus, whilst eight 
S. epidermidis strains (8,8%) were resistant to linezolid, 
four 4 S. epidermidis (4,4%) were resistant to vancomy-
cin and three S. epidermidis isolates (3,3%) were resis-
tant to daptomycin. All MSCoNS were susceptible to 
these four antibiotics. Resistance patterns among S. 
epidermidis and all other CoNS species are shown in 
Table 2. 

Our study showed that although methicillin resis-
tance was detected and evenly distributed among all 

CoNS species, resistance to the four above mentioned 
antibiotics was more frequently detected among MR 
S. epidermidis than other species of MRCoNS, although 
this difference was not statistically significant. 

The reported percentage of methicillin resistance 
in 76% of the isolated CoNS strains confirms previously 
published studies such as the one by Asante et al.17 in 
which 76.4% of the CoNS strains isolated from blood 
stream infections were methicillin resistant, or the one 
by Al-Tamimi et al.18 in which among CoNS strains iso-
lated from the nostrils of hospitalized patients 73% 
were methicillin resistant. Methicillin resistance is 
usually accomplished by the expression of mecA gene 
which encodes for PBP2a with low affinity to penicillin 
and other beta-lactams.19 As far as teicoplanin is con-
cerned, the reported resistance of CoNS strains varies 
from 10.6% to 33% in different studies with our results 
(20%) falling in between.20,21 However, the reported 
percentages of resistance to the remaining antibiotics 
(i.e. 4.4% for vancomycin, 3.3% for daptomycin and 
8.8% for linezolid) are clearly higher than previously 
published data which show less than 0,3% resistance 
to vancomycin and daptomycin19,20 and 0.3-1.3% re-
sistance to linezolid.19,22 In addition, there are scarce 
reports of CoNS strains with combined resistance to 
those antibiotics as well. The main mechanisms 
through which CoNS develop resistance to antibiotics 
require mutations to genes encoding the target pro-
teins of each antibiotic category. For example, muta-
tions to genes such as mprF and rpoB which result in 
changes in bacterial cell wall thickness, and mem-
brane fluidity and charge can lead to resistance to 
daptomycin. Furthermore, mutations which modify 
23S rRNA of the 50S ribosomal subunit prevent the 
binding of linezolid rendering the strain resistant.19 
Finally, acquisition of plasmid DNA which bears resis-
tance genes from other species such as VanA operon 
can lead to altered peptidoglycan which cannot bind 
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          Resistance                  S. epidermidis             Other CoNS 

                Tei                                    6                                  4 
               Lzd                                   1                                  0 
           Van + Tei                              1                                  0 
           Tei + Lzd                              4                                  0 
Van + Tei + Lzd + Dap                    3                                  0 
              None                                 48                               23 

Tei: teicoplanin, Lzd: linezolid, Van: vancomycin, Dap: daptomycin

Antibiotic resistance patterns.Table 2



vancomycin.23  
The genes icaA, icaD and tst were detected in 

49.0%, 52.0% and 36.5% of the isolates respectively, 
whilst the sea and seb genes were not detected in any 
CoNS isolate. Interestingly, both the icaA/D genes and 
the tst gene were found statistically significantly more 
often among S. epidermidis strains than in other CoNS 
species (p<0.001 for icaA/D genes, p=0.001 for tst 
gene), as shown in Table 3. No correlation between 
antibiotic resistance and the aforementioned genes 
was found. 

The reported percentages for the icaA, icaD and tst 
genes (regardless of species) are in accordance with 
previous studies which observed rates of 57-58% for 
the icaA gene, 56-60% for the icaD and 31.4% for the 
tst gene in CoNS isolates.24-26 More specifically, in the 
study by Ahmed et al. 58% of CoNS isolated from 

nasal colonization of neonates in the ICU were posi-
tive for the icaA gene and 60% for the icaD gene.24 Ac-
cordingly, in a study by Hosbul et al. in CoNS isolated 
from blood cultures, icaA and icaD were detected in 
5.1% and 56.1% of the strains respectively.25 As far as 
the toxin producing genes are concerned, Wierz-
chowska et al. found that 31.4% of CoNS isolated from 
ready-to-eat food were positive for the tst gene whilst 
no isolate bearing the sea or seb genes was detected.26 

Nevertheless, a statistically significant difference in 
the frequency of those genes between CoNS species, 
such as the one reported here, has not been described 
before and in that respect more studies are needed in 
order to ascertain whether this observation is the re-
sult of the prevailing local flora of the hospital, or it 
can be further extrapolated to characterize the CoNS 
species.
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   Species                       No of        icaA        icaA        icaD       icaD         tst        tst        sea       sea        seb         seb 
                                    isolates        (+)            (-)           (+)           (-)           (+)        (-)        (+)        (-)         (+)          (-) 

S. epidermidis                  63            43            20            44            19           30         33         0          63           0            63 

Other CoNS species         27             1             26             3             24            3          24         0          27           0            27

Number of isolates bearing each gene in S. epidermidis or other CoNS species.Table 3
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Λέξεις κλειδιά 
κοαγκουλάση-αρνητικοί σταφυλόκοκκοι κοαγκουλάσης (CoNS), γονίδια 
λοιμογόνου δράσης, εντεροτοξίνες, τοξίνη του συνδρόμου τοξικού σοκ

Διαφορές στην ανίχνευση μολυσματικών γονιδίων μεταξύ κλινικών 
στελεχών κοαγκουλάση αρνητικών Σταφυλόκοκκων

Αναστάσιος Βογιατζάκης1, Δέσποινα Τασσή-Παπαθέου2, Λεμονιά Σκούρα3, Κωνσταντίνος Τσιάμης4, 
Αθανάσιος Τσακρής1, Γεωργία Βρυώνη1, Ιωσήφ Παπαπαρασκευάς1,2,* 
1Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Ιατρική Σχολή, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ελλάδα. 
2Κεντρικά Διαγνωστικά Εργαστήρια, Ωνάσσειο Καρδιοχειρουργικό Κέντρο, Καλλιθέα, Ελλάδα. 
3Εργαστήριο Μικροβιολογίας, ΑΧΕΠΑ Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο, Ιατρική Σχολή, Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο 
Θεσσαλονίκης, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα.  
4Τμήμα Δημόσιας και Ενιαίας Υγελιας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Καρδίτσα, Ελλάδα. 
*Υπεύθυνος αλληλογραφίας 
 
Αν και οι κοαγκουλάση-αρνητικοί σταφυλόκοκκοι (Coagulase Negative Staphylococci, CoNS) 
θεωρούνται εδώ και χρόνια ως αποικιστές του ανθρώπινου σώματος, είναι πλέον σαφές ότι 
μπορούν να προκαλέσουν σοβαρές λοιμώξεις, ειδικά σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς. 
Διάφορα γονίδια σχετίζονται με παθογόνους μηχανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των icaA 
και icaD, που ενισχύουν την παραγωγή βιομεμβράνης, καθώς και γονίδια που κωδικοποιούν 
για τις σταφυλοκοκκικές εντεροτοξίνες (sea, seb) και την τοξίνη του συνδρόμου του τοξικού 
σοκ (tst). Ο στόχος αυτής της μελέτης ήταν να ανιχνεύσει και να προσδιορίσει μέσω PCR την 
παρουσία και κατανομή αυτών των γονιδίων σε στελέχη CoNS που απομονώθηκαν από κλι-
νικά δείγματα. Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι τα γονίδια icaA και icaD υπήρχαν 
στο 49% και 52% των στελεχών CoNS αντίστοιχα, ενώ το 36,5% των στελεχών έφεραν το 
γονίδιο tst. Κανένα στέλεχος CoNS δεν έφερε τα γονίδια της εντεροτοξίνης Α και Β. Τα στε-
λέχη S. epidermidis έφεραν τα γονίδια icaA/D και tst πιο συχνά από τα υπόλοιπα είδη CoNS 
(στατιστικά σημαντική διαφορά, p<0,001 και p=0,001, αντίστοιχα).

Περίληψη
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O r i g i n a l  a r t i c l e

Summary

Conventional microbiological methods for bacterial enteric disease diagnosis are time-con-
suming, labour intensive and provide low sensitivity. The aim of this study was to evaluate the 
results of a new diagnosis strategy which replaces traditional stool culture with a molecular 
detection using the BD MAX™ System (BD Life Sciences, Sparks, Maryland, United States) as 
first-line assay together with reflective culture. A total of 1.590 specimens were prospectively 
requested for stool culture. The molecular detection included the BD MAX enteric bacterial 
panel together with the BD MAX extended enteric bacterial panel (BDM GIP) performed simul-
taneously on the same stool specimen. In 18.8% of specimens (176 of the 936 valid samples) 
there was one or more than one target positive with the following percent positivity: 9.7% 

Maria Jose Munoz-Davila1,2, C. Candel-Pérez1, M.R. Vicente1, M. Piqueras2, J.M. Artero1 
1Microbiology laboratory. General University Hospital Reina Sofia, Murcia. Spain. 
2Microbiology and Genetics Department, Faculty of Medicine, University of Murcia, Murcia Spain.

Workflow for microbiological diagnosis of bacterial gastroenteritis 
combining a molecular assay as first-line with reflective stool culture
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Introduction 
 

Although diarrhoea deaths per year are higher in low 
income populations, acute infectious gastroenteritis 
accounts for substantial morbidity, mortality, and cost 
also in high-income regions.1 Etiologies of infectious 
diarrhoea vary and could be bacterial, viral, or para-
sitic. Bacterial etiology is the second more prevalent 
after viral, with Campylobacter spp. and Salmonella 
spp. being the leading causes of enteritis in devel-
oped countries followed by infections with Aero-
monas spp., Yersinia spp., and Shiga toxin-producing 
Escherichia coli (STEC).2 

The identification of diarrhoeagenic pathogens is 
important for both the further treatment of patients 
and public health reports.3 Diagnosing bacterial en-
teric disease is particularly problematic as stool cul-
ture remains the gold standard despite being a 
moderately sensitive, time-consuming and labour-in-
tensive method.4 Commensal microorganisms pres-
ent in stool may hinder the isolation of possible 
pathogens, particularly when the pathogens are shed 
in small amount3 and some studies have shown a dia-
gnostic yield of stool culture as low as 1.5%.5 

The BD MAX™ System (BD Life Sciences, Sparks, 
Maryland, United States) is a fully automated device 

with a turnaround time of approximately 3 h for up to 
24 samples at once with less than five minutes of 
hands-on time preparation per specimen.6 In 2014, 
the BD MAX enteric bacterial panel (EBP) assay for the 
detection of Salmonella spp., Shigella spp./enteroin-
vasive E. coli (EIEC), Campylobacter spp., and Shiga 
toxin genes was U.S. FDA cleared, European CE 
marked, and Health Canada IVD approved.4 As this 
panel did not cover the full spectrum of enteric bac-
terial pathogens, the BD MAX extended enteric bac-
terial panel (EEBP) assay was launched to be used in 
conjunction with the BD MAX EBP assay as an optional 
master mix addition to detect Yersinia enterocolitica, 
entero-toxigenic Escherichia coli (ETEC), Vibrio spp., 
and Plesiomonas shigelloides simultaneously.7 

Many reports demonstrate the higher sensitivity of 
BD MAX EBP assay4,8-11 or a good correlation of the 
EEBP assay7 compared to traditional culture. Molecular 
panels are also more likely to detect coinfections.4 La-
boratories have demonstrated significant reductions 
in turnaround time with the use of molecular as-
says.12,13 Thus, the BD MAX EBP assay can save techni-
cal effort and improve the time of results reporting.5 
However, a few limitations of the BD MAX should be 
also considered. Since these tests are based on the 
detection of specific genetic targets, they are unable 

Campylobacter spp., 5.7% Salmonella spp., 1.3% Shiga toxin genes (stx1/stx2), 1.2% Shigella 
spp./enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), 1% Yersinia enterocolitica, 1% Vibrio spp. (V. vulnificus/V. 
parahaemolyticus/V. cholerae), 0.3% Plesiomonas shigelloides, and 0.2% Enterotoxigenic E. coli 
(ETEC) enterotoxin LT/ST genes. Positive reflective stool culture noted a correlation of 69.5% 
with the molecular test, missing 23.9% and 15.4% in the cases of Campylobacter spp., and Sal-
monella spp., respectively. In conclusion, this clinical study demonstrated very good performance 
of the BDM GIP. The performance and ease of use may provide advantages to many laboratories, 
improving the detection of bacterial stool pathogens and time to reporting results.
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to detect pathogens for which a target is missing. 
Even though the EEBP assay widens the bacterial spec-
tra detected, an important enteric bacterial pathogen 
such as Aeromonas spp. is not included.14 Another crit-
icism of molecular tests is that they diagnose without 
strain isolation necessary for determining susceptibil-
ity to antimicrobial agents and for epidemiological 
analyses in an outbreak situation. Anderson and col-
leagues suggested that subsequent culture of all pos-
itive stools could remedy this.8 

In order to gain the speed and sensitivity of auto-
mated molecular tests, without losing strain isolation 
for antimicrobial susceptibility testing (AST) and epi-
demiological purposes, our clinical laboratory imple-
mented a new algorithm which replaces traditional 
stool culture with a molecular detection as first-line 
assay followed by the reflective stool culture. We 
chose the BD MAX system due to its targeted ap-
proach as multiplex assays that report bacterial, viral, 
and parasitic targets simultaneously may generate re-
sults that are not requested by clinicians and create 
complexities in reporting as well as in interpretation.15 
Thus, the aim of this study was to evaluate the results 
of this new microbiological diagnosis strategy. 

 
 

Material and methods 
 

A total of 1590 specimens were prospectively re-
quested for stool culture at the General University 
Hospital Reina Sofia (Murcia, Spain) from January to 
July 2022. Stool samples were transported to the la-
boratory unpreserved in a clean container and stored 
at 2-8°C until their processing. They were evaluated 
first, according to a laboratory protocol in place, fol-
lowing Spanish Society of Microbiology guidelines,16 
while unformed stool samples were processed, first 
by molecular methods according to our algorithm. 

 
BD MAX assay 
Stools from patients were systematically tested in the 
BD MAX system between 10 to 17 h from their receipt 
at the laboratory for the presence of bacteria using 
both BD MAX Gastrointestinal panels (BDM GIP) in 
conjunction as a first-line assay for diagnosis. 

The samples were tested on the BD MAX System 
using the BDM GIP according to manufacturer's in-
structions.  

 
Directed stool culture based on the molecular test 
(reflective culture) 
The stool specimens were inoculated on different cul-
ture media depending on the bacterial target de-
tected by the molecular test. The inoculation took 

place between 13 to 20 h from their receipt at the la-
boratory and the samples had been stored at 2-8°C 
until that moment. 

Salmonella-Shigella agar (bioMérieux, Marcy-
l'Étoile, France) was sowed for the isolation of Salmo-
nella spp. and incubated at 37°C at least for 24 h. The 
specimens were also incubated in a selenite broth 
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) for 24 hand 
then the incubated suspension was inoculated on a 
Salmonella-Shigella agar and incubated at 37°C for at 
least 24 h. 

A Campylobacter selective agar (bioMérieux) was 
used for the isolation of Campylobacter spp. and was 
incubated in a microaerophilic genbag (bioMérieux) 
at 42°C. for 48 h. 

For isolation of Yersinia spp., stool specimen was in-
oculated on Yersinia agar (bioMérieux) and incubated 
for 48 h at 30°C. 

Specimens positive for Shigella spp./EIEC and Shiga 
toxin genes were inoculated on Salmonella-Shigella 
agar and MacConkey agar (bioMérieux), and incu-
bated up to 48 h at 37°C. 

ETEC enterotoxin genes and Plesiomonas shigel-
loides positive specimens were inoculated on Mac-
Conkey agar and incubated up to 48 h at 37°C. 

For isolation of Vibrio spp., stool specimen was in-
oculated on blood agar (bioMérieux) and incubated 
for 48 h at 37°C. 

 
Bacterial identification 
Suspected colonies were verified by MALDI-TOF MS 
(Vitek® MS, bioMérieux). Furthermore, in case of Sal-
monella isolates, serological testing was conducted 
with specific antisera (Becton Dickinson, Heidelberg, 
Germany). When Shigella spp./EIEC target was de-
tected, the suspected colonies grown on the culture 
plate were checked by the use of the VITEK®2 Micro-
bial GN ID testing system (bioMérieux), because reli-
able differentiation of Shigella spp. and E. coli by 
MALDI-TOF MS has not been confirmed.17 

 
Statistical analysis 
The results of the BD MAX GIP assay and the reflective 
stool culture were compared to the percentage of 
positive samples detected by both assays. Demo-
graphic statistics were performed with the IBM SPSS 
version 29.0.0.0. (241). 

 
 

Results 
 

Demographic data 
A total of 1590 specimens were received at the micro-
biology laboratory for bacterial gastroenteritis dia-
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gnosis during the study period. All specimens were 
collected prospectively. The patients’ mean age was 
41.4 years (standard deviation, 29.29 years) with a 
minimum of 14 days and a maximum of 97 years. Ap-
proximately 25% of specimens were from children < 
12 years of age. A total of 55.1% (876/1590) of spe-
cimens belonged to women. Regarding sample 
origin, stool specimens were collected at the primary 
care department (1092/1590, 68.6%), from hospita-
lised patients (254/1590, 16%) and at the emergency 
room department (207/1590, 13%). 

In 2021, in our setting, we performed a total of 2459 
traditional stool cultures and found a diagnostic yield 
of stool culture of 9.1% (224/2459) (data not shown). 

 
Specimens included in the analysis 
A total of 619 (39%) specimens were unacceptable 
and not analysed by BD MAX System due to high con-
sistency. The BDM GIP did not deliver a valid result in 
10 (0.6%) cases due to unresolved or inhibitory sam-
ple or reagent failure. No technical errors of the BD 
MAX System were recorded. In 8 out of these 10 spe-

cimens, in which there was enough sample left, tradi-
tional stool culture was performed for diagnosis, with 
a no pathogenic bacteria detected result in all cases. 
In 25 (1.6%) specimens received at the laboratory dur-
ing the study period, the BD MAX molecular tests 
could not be performed in 24 cases due to a stock fai-
lure and in one case of a hospitalised patient, a differ-
ent molecular assay was used. So, a total of 936 
(58.9%) specimens were included in the statistical 
analysis (Fig. 1). 

 
Performance of the BD MAX assay 
Of 936 specimens, in ].3%) cases the internal control 
did not amplify but one of the tested targets did so 
and it was accepted as a positive result. In 40 cases 
(4.3%) the EEBP assay failed and only the EBP assay 
was completed, leading to four negative results. In 
720 cases (76.9%) the 8 samples yielded negative re-
sults. In 176 specimens (18.8%) one or more than one 
pathogens were found as follows: 168 stool samples 
showed one positive target, 10 specimens showed 
two positive targets and only 1 stool sample showed 
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Figure 1 Flow diagram of the study process with the main results.



three positive targets (Campylobacter spp., Plesio-
monas shigelloides and Vibrio spp.). Thus, a total of 191 
positive targets, from 176 stool specimens, were 
recorded during the study period (Fig. 1). Based on 
the molecular method, the global percent positivity 
rate was 20.4% (191/936) with the following distribu-
tion: 9.7% Campylobacter spp., 5.7% Salmonella spp., 
1.3% Shiga toxin genes,1.2% Shigella spp./EIEC, 1% 
Yersinia enterocolitica, 1% Vibrio spp., 0.3% Plesio-
monas shigelloides, and 0.2% ETEC enterotoxin LT/ST 
genes (Table 1). 

In those 10 specimens which showed two positive 
targets, Campylobacter spp. was detected in all cases, 
together with Salmonella spp. in four specimens, Shi-
gella spp./EIEC in three cases, and, in one case each, 
Shiga toxin genes, ETEC enterotoxin LT/ST genes and 
Vibrio spp. Thus, Yersinia enterocolitica was never 
found in combination with any other pathogen. 

In 5 of the 11 cases of Shigella spp./EIEC positive 
targets, preserved specimens in Cary-Blair transport 
medium (FecalSwabTM, Copan Group, Brescia, Italy), 
were sent to the reference national laboratory (Insti-
tuto de Salud Carlos III: National Centre for Microbiol-
ogy, Majadahonda, Spain) where diarrheagenic Esch-
erichia coli strains were detected by conventional PCR. 
In four cases, genes codifying invasive proteins of en-
teroinvasive E. coli (ipaH) were found, and, in one case, 
the gene codifying the virulence plasmid of enter-
oaggregative E. coli, was found (CVD432). 

Comparison to subsequent directed stool culture 
Of 176 specimens which yielded a positive result by 
the molecular test, 12 stool samples were not cultured 
as there was not enough specimen. 

Of the 191 positive targets, 14 cases were not com-
pared to culture as a toxin gene was detected (12 
Shiga toxin genes and 2 enterotoxin LT/ST genes); in 
4 out of the 12 stool samples that could not be cul-
tured, one of these toxin genes was detected. Thus, a 
total of 177 positive targets detected were subject of 
the comparative analysis with the directed stool cul-
ture results. Positive stool culture showed no dis-
agreement with the molecular test in 123 targets 
detected, noting a correlation of 69.5%. So, there was 
no isolation of pathogenic bacteria in the directed 
stool culture of the remaining 46 (26%) positive tar-
gets detected by the molecular method (Fig. 1). In the 
case of Plesiomonas shigelloides and Vibrio spp., none 
of the molecular targets detected by the molecular 
method were recovered in culture in all cases in which 
the stool specimen was available. In case of Yersinia 
enterocolitica, the reflective stool culture failed to re-
cover 4 out of 10 positive targets detected during the 
study period. In the case of Shigella spp./EIEC target, 
the reflective stool culture did not isolate any of those 
two bacteria in 3 out of 9 specimens that could be cul-
tured. Regarding the most prevalent pathogenic en-
teric bacteria, Salmonella spp. could not be recovered 
on the stool culture in 8 of the 52 (15.4%) cases con-

129

BACTERIAL GASTROENTERITIS MOLECULAR DIAGNOSIS

ΤΟΜΟΣ 68 • ΤΕΥΧΟΣ 2, Απρίλιος-Ιούνιος 2023

                    Target                                    Number of positive             Percentage of positive 
                                                               target detections (n=191)           specimens (n=936) 

  Campylobacter (jejuni /coli)                              91 (47.6%)                                  9.7% 

  Salmonella spp.                                                  53 (27.7%)                                  5.7% 

  Shiga toxin genes (stx1/stx2)                             12 (6.3%)                                    1.3% 

  Shigella spp./ 
  enteroinvasive E. coli (EIEC)                            

11 (5.8%)                                    1.2% 

  Yersinia enterocolitica                                       10 (5.2%)                                    1.0% 

  Vibrio spp. (V. vulnificus/ 
  V. parahaemolyticus/V. cholerae)                        

9 (4.7%)                                    1.0% 

  Plesiomonas shigelloides                                     3 (1.6%)                                    0.3% 

  Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 
  enterotoxin LT/ST genes                                      

2 (1.0%)                                    0.2% 

  Total                                                                 191 (100 %)                                20.4%

Targets detected using BD MAX enteric bacterial and extended enteric bacterial assays.Table 1



sidered. In case of Campylobacter spp., stool culture 
was possible in 88 of the positive targets, without iso-
lation in 21 (21/88, 23.9%) cases. Correlation between 
molecular test and reflective stool culture for each tar-
get is shown in Fig. 2. The percent positivity rate of en-
teric bacterial pathogens found by the BD MAX 
system was 20.4% (191/936) (Table 1) while according 
to culture it was 13.1% (123/936). 

In the 8 cases in which Salmonella spp. was not iso-
lated by the reflective stool culture, the cycle thres-
hold (Ct) in the BD MAX System was higher than 30, 
with a mean of 34.9 (range: 30.9-37.9). Out of the 21 
cases in which Campylobacter spp. was not recovered 
on the reflective stool culture, the Ct in the BD MAX 
System was higher than 30 in only 5 cases with a 
mean of 33.4 (range: 30.1-37.5). 

 
 

Discussion 
 

To our knowledge, this is the first prospective clinical 
study which assays both BD MAX bacterial panels si-
multaneously and compares the results with the re-
flective culture. 

In the study of Knabl and colleagues, the number 
of cases in which the analysis with the BD MAX EBP 
assay did not give a valid result initially was higher 
than ours (8% and 0.6% respectively).9 They described 

that failures of the molecular test appeared more 
often in stool with a higher consistency than in soft or 
liquid stool specimens. So, our lower percentage 
could be due to our selection of unformed stool sam-
ples. A failure in the testing of 0.6% from a number of 
1557 stool specimens that were tested by the Film-
Array® Gastrointestinal Panel was reported,18 and this 
finding is in more accordance with our results. Ho-
wever, we found a percentage of 4.3 of specimens in 
which the EEBP assay yielded an invalid result due to 
inappropriate sample or reagent failure. No invalid re-
sults are described in the multisite evaluation of the 
EEBP assay.7 Further studies should evaluate the 
higher percentage of invalid results with the EEBP 
assay compared to the EBP assay when they are per-
formed at the same time. 

The stratification based on the patients’ age and 
the origin of the specimens is highly similar to that re-
cently described in another prospective study in our 
country.19 

While assessing the targeted techniques, the cur-
rent study also evaluated the bacterial pathogens 
causing acute gastroenteritis in our population; the 
findings revealed that almost half of the cases were 
attributed to Campylobacter spp. (47.6%) and a 
quarter (27.7%) to Salmonella spp. This was followed 
by Shiga toxin genes (6.3%), Shigella/EIEC (5.8%), Yer-
sinia enterocolitica (5.2%), Vibrio spp. (4.7%), P. shigel-
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Figure 2 Correlation between BD MAX detection and stool culture result for each target based on the number of 
positive targets subject of the comparative analysis.



loides (1.6%) and ETEC toxin genes (1%). Our findings 
are in agreement with those published by Koo and 
colleagues regarding the Singaporean population, 
the prevalence of co-infections by two organisms 
(1.0%) and also their majority of single-pathogen pos-
itive samples.11 

The correlation rate between the BD MAX and the 
subsequent stool culture reached 69.5%. The BD MAX 
had a higher overall detection rate (20.4%) compared 
to the use of bacterial culture alone (13.1%). Our find-
ings show that the use of the culture method alone 
would miss 46 (26%) out of 177 positive targets, in-
cluding Campylobacter (n=21), Salmonella (n=8), Shi-
gella/EIEC (n=3), Yersinia enterocolitica (n=4), Vibrio 
spp. (n=7) and Plesiomonas shigelloides (n=3). This 
could possibly be due to non-viable organisms or low 
copy numbers present on the stool specimens that 
failed to grow on culture. 

Regarding Campylobacter spp., Gueduet and col-
leagues suggested that a BD MAX positive result for 
Campylobacter with Ct >30 should have a special 
comment until the stool culture was available as it 
could represent a false negative.20 However, we only 
had 5 of the 21 disagreements between BD MAX pos-
itive and culture negative for Campylobacter whose Ct 
was above 30. Buchan and colleagues also reported 
that 7/13 (53.4%) specimens positive for Campylo-
bacter spp. by the Pro-Gastro SSCS PCR and negative 
by culture were not confirmed by an alternate PCR 
method.21 Buss and colleagues noted 5/24 (21%) sam-
ples false positive for Campylobacter by FilmArray® 
Gastrointestinal panel that were not confirmed by al-
ternate PCR, and Coste and colleagues reported con-
firming 9/15 (60%) false-positive results by using an 
alternate PCR and EIA methods.18,22 

Only 15.4% of the positive targets for Salmonella 
spp., were not recovered by the reflective stool cul-
ture. A possible explanation for these results is the 
greater sensitivity of the detection of Salmonella spp. 
by stool culture compared to other enteric pathogens, 
because of the enrichment in selenite broth.13,23 All 
the 8 positive targets, which were not recovered on 
culture, showed Cts>30. 

Our prevalence of diarrhoeagenic Escherichia coli is 
in accordance with previous findings.7,24 When a mi-
croorganism is in low numbers in stool specimens, 
storage conditions may dilute the target below the 
limit of detection for stool culture.4 This fact con-
nected to the results observed in the reference labo-
ratory where none of the 5 stool specimens which 
were sent recovered E. coli on culture and only the 
characterisation of diarrheagenic Escherichia coli 
strains by conventional PCR was performed. 

In the systematic review and meta-analysis con-

ducted by Riahi and colleagues, the pooled prev-
alence of Y.enterocolitica in cases of gastroenteritis 
was estimated as 1.97% (1.32-2.74%) in the culture 
method and 2.41% (1.07-4.22%) in the molecular 
method which is in agreement with our culture and 
molecular results.25 

Stool culture in addition to the molecular method 
has been suggested as a solution by some authors in 
cases that Aeromonas spp. possibility needs to be ex-
cluded.11 

Economical parameters of a molecular assay imple-
mentation have not been calculated in this study. Ho-
wever, it should be noted that the economical 
beneficial effects come from the reduced workload, 
savings in time-consuming isolation procedures and 
the increased diagnosis of defined pathogens which 
should be notified. 

To our knowledge, no data on implementation of 
this assay in a routine workflow is available by now. 
However, we acknowledge some of the study’s limi-
tations, such as the fact that we do not display the re-
sults for solving discrepancies between the molecular 
method and culture, as future studies should be con-
ducted to demonstrate which actions are more effi-
cient and cost-effective. 

Also, this is a single-site study. Additionally, a cor-
rect molecular diagnosis was assumed, but formally, 
we could not settle the percentage of probable false 
positives with the BD MAX system as we have not 
used a reference method. 

In summary, this clinical study demonstrated a very 
good performance of the BDM GIP assay. Many labo-
ratories might take advantage of this strategy improv-
ing the detection of bacterial enteritis pathogens as 
well as the reporting time, and enhancing the spec-
trum of epidemiological studies. 
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Περίληψη
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Workflow for microbiological diagnosis of bacterial gastroenteritis 
combining a molecular assay as first-line with reflective stool culture

Maria Jose Munoz-Davila1,2*, C. Candel-Pérez1, M.R. Vicente1, M. Piqueras2, J.M. Artero1 
1Microbiology laboratory. General University Hospital Reina Sofia, Murcia. Spain. 
2Microbiology and Genetics Department, Faculty of Medicine, University of Murcia, Murcia Spain. 
*Corresponding author 
 
Οι συμβατικές μικροβιολογικές μέθοδοι για τη διάγνωση της βακτηριακής γαστρεντερίτιδας 
είναι χρονοβόρες, κοπιώδεις και παρέχουν χαμηλή ευαισθησία. Ο στόχος αυτής της μελέτης 
ήταν να αξιολογήσει τα αποτελέσματα μιας νέας στρατηγικής διάγνωσης που αντικαθιστά 
την κλασική καλλιέργεια κοπράνων με μοριακή ανίχνευση χρησιμοποιώντας το σύστημα 
BD MAX™ (BD Life Sciences, Sparks, Maryland, United States) ως μεθοδολογία πρώτης γραμ-
μής μαζί με την καλλιέργεια. Συνολικά 1.590 δείγματα κοπράνων μελετήθηκαν για με καλ-
λιέργεια. Η μοριακή ανίχνευση περιελάμβανε το εντερικό βακτηριακό πάνελ BD MAX μαζί 
με το εκτεταμένο εντερικό βακτηριακό πάνελ BD MAX (BDM GIP) που έγινε ταυτόχρονα στο 
ίδιο δείγμα κοπράνων. Στο 18,8% των δειγμάτων (176/936) ανιχνεύθηκε ένας ή περισσότεροι 
από έναν στόχοι θετικοί με την ακόλουθη ποσοστιαία θετικότητα: 9,7% Campylobacter spp., 
5,7% Salmonella spp., 1,3% γονίδια Shiga toxin (stx1/stx2), 1,2% Shigella spp./εντεροδιεισ-
δυτική Escherichia coli (EIEC), 1% Yersinia enterocolitica, 1% Vibrio spp. (V. vulnificus/V. para-
haemolyticus/V. cholerae), 0,3% Plesiomonas shigelloides και 0,2% γονίδια εντεροτοξίνης E. 
coli (ECET) LT/ST. Η καλλιέργεια κοπράνων έδωσε συμφωνία αποτελεσμάτων σε 69,5% των 
δειγμάτων με το μοριακό τεστ, με αρνητικό αποτέλεσμα σε 23,9% και 15,4% των περιπτώ-
σεων Campylobacter spp. και Salmonella spp., αντίστοιχα. Συμπερασματικά, η κλινική μελέτη 
έδειξε καλή απόδοση του BDM GIP. Η απόδοση και η ευκολία χρήσης μπορεί να προσφέρουν 
πλεονεκτήματα σε πολλά εργαστήρια, βελτιώνοντας την ανίχνευση βακτηριακών παθογό-
νων σε δείγματα κοπράνων και μειώνοντας το χρόνο αναφοράς των αποτελεσμάτων.
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Περίληψη

Οι ανοσοδιαγνωστικές εξετάσεις, που εφαρμόζονται για τον έλεγχο του αίματος, σαν βασική 
αρχή πρέπει να έχουν την άριστη ευαισθησία, ώστε να μπορούν να ανιχνεύουν όλους τους αι-
μοδότες που είναι πραγματικά θετικοί σε ένα μολυσματικό παράγοντα- λαμβάνοντας υπόψη 
και τα επίπεδα επιπολασμού λοιμωδών νόσων στην κοινότητα των αιμοδοτών, και επιπλέον να 
έχουν άριστη ειδικότητα ούτως ώστε να μην αποκλείονται πολλοί αιμοδότες, αν έχουμε ψευδώς 
θετικά αποτελέσματα. Σκοπός της μελέτης είναι η ανάλυση του οροθετικού επιπολασμού των 
μεταδιδόμενων με τη μετάγγιση νοσημάτων κατά την περίοδο 2018-2022 και η επαλήθευση 
της ειδικότητας και της ακρίβειας των μεθόδων διαλογής κατόπιν σύγκρισης των αποτελεσμάτων 

Μαγδαληνή Παπέ, Βασιλική Μπακαλούδη, Παρθένα Λαζαρίδου, Δημήτρης Πισώκας, 
Πασχαλιά Πουλιούδη, Γιώργος Νικολαΐδης, Αικατερίνη Μπουκουβάλα, Χριστίνα Ανδρικοπούλου, 
Σουλτάνα Νικολαΐδου, Ηλιάνα Πέντσιου, Χαρίκλεια Παφίλη, Μαρία Χατζηκύρκου 
Εργαστήριο Συγκεντρωτικού Ορολογικού Ελέγχου, Κέντρο Αίματος Π.Γ.Ν.Θ. ΑΧΕΠΑ

Ε ρ ε υ ν η τ ι κ ή  ε ρ γ α σ ί α

Αξιολόγηση της διαγνωστικής απόδοσης ορολογικών μεθόδων 
διαλογής σε αιμοδοτικό πληθυσμό. Aναδρομική μελέτη (2018-2022) 
του Ορολογικού Εργαστηρίου του Κέντρου Αίματος ΑΧΕΠΑ
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Εισαγωγή 
 

Η εκπαίδευση των εθελοντών αιμοδοτών και η συνετή 
επιλογή τους, οι τεχνολογίες αδρανοποίησης των πα-
θογόνων και φυσικά ο αποτελεσματικός έλεγχος για 
μολυσματικούς δείκτες είναι βασικά στοιχεία της 
στρατηγικής για την ασφάλεια του αίματος.1,2,3 

Είναι σημαντικό να λαμβάνονται ακριβή αποτελέ-
σματα για κατάλληλους δείκτες μολυσματικών παρα-
γόντων, που μπορούν να μεταδοθούν από προϊόντα 
αίματος, προκειμένου να διασφαλιστεί η υγεία των λη-
πτών.4,5 

Η επιλογή αδειοδοτημένων, κατάλληλων και επι-
κυρωμένων μεθόδων διαλογής και επιβεβαίωσης θα 
πρέπει να πληροί τα ισχύοντα εθνικά πρότυπα. Οι αλ-
γόριθμοι διαλογής θα πρέπει να σχεδιάζονται λαμβά-
νοντας υπόψη τα επιδημιολογικά δεδομένα του ελεγ-

χόμενου αιμοδοτικού πληθυσμού, καθώς αυτά επη-
ρεάζουν τη προ-δοκιμαστική πιθανότητα ενός ακρι-
βούς αποτελέσματος και την απόδοση των δοκιμα-
σιών.6,7 

Οι μέθοδοι διαλογής θα πρέπει να έχουν υψηλή ει-
δικότητα, για να αποφεύγεται η αδικαιολόγητη απώλεια 
προϊόντων αίματος λόγω μη ειδικής αντιδραστικότητας. 
Συμπληρωματικές δοκιμασίες μπορούν επιπρόσθετα 
να πραγματοποιηθούν, προκειμένου να μεγιστοποιείται 
η αποτελεσματικότητα των συνδυασμένων αναλύσεων. 
Αυτές θα πρέπει να έχουν παρόμοια ευαισθησία και 
ειδικότητα με τις δοκιμασίες προσυμπτωματικού ελέγ-
χου και να χρησιμοποιούν διαφορετικούς στόχους 
ανίχνευσης.8,9,10 

Αιμοδοσίες που εμφανίζουν επανειλημμένα αντι-
δρών αποτέλεσμα σε οποιαδήποτε εξέταση διαλογής, 
πρέπει να υποβάλλονται σε επιβεβαιωτική δοκιμασία, 

με επιβεβαιωτικές δοκιμασίες. Κατά τα έτη 2018-2022 ελέγχθηκαν συνολικά 875055 μονάδες 
αίματος στο Εργαστήριο Συγκεντρωτικού Ορολογικού Ελέγχου (ΕΣΟΕ) του Κέντρου Αίματος 
ΑΧΕΠΑ. Ο αλγόριθμος περιελάμβανε την εφαρμογή μεθόδων διαλογής για τον έλεγχο της σύφι-
λης, της ηπατίτιδας B και C, των ιών HIV και HTLV I/II. Για όσα δείγματα καταγράφηκε επαναλαμ-
βανόμενο αντιδρών αποτέλεσμα με τη δοκιμασία διαλογής πραγματοποιήθηκε περαιτέρω έλεγ-
χος με επιβεβαιωτικές δοκιμασίες. Τα δεδομένα μας καταδεικνύουν τον χαμηλό επιπολασμό 
των μεταδιδόμενων με τη μετάγγιση νοσημάτων στον αιμοδοτικό πληθυσμό. Κατά συνέπεια, η 
θετική προγνωστική αξία ήταν χαμηλή, με αποτέλεσμα τον αποκλεισμό κάποιων μη μολυσματι-
κών υποψήφιων αιμοδοτών, και τα αποτελέσματά μας δεν μπορούν να αποδοθούν σε κακή 
απόδοση των ορολογικών δοκιμασιών διαλογής. Η ειδικότητα για το σύνολο των εξετάσεων 
ήταν σύμφωνη με τις προσδοκίες μας και ίση ή καλύτερη με τη δηλωθείσα στα εσώκλειστα των 
αντιδραστηρίων. Η χρήση του επιβεβαιωτικού αλγόριθμου προσέφερε πολύτιμη βοήθεια στη 
διαχείριση και την ενημέρωση των αιμοδοτών.
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προκειμένου να προσδιοριστεί η πραγματική κατά-
σταση του αιμοδότη.11,12 

Συνιστάται η ανάπτυξη αλγόριθμων σε εθνικό επί-
πεδο, που να επιτρέπουν την κατάλληλη και συνεπή 
έρευνα και επίλυση της αντιδραστικότητας στις δοκι-
μασίες διαλογής. Σε περιπτώσεις επιβεβαιωμένων θε-
τικών αποτελεσμάτων, θα πρέπει να πραγματοποιείται 
κατάλληλη διαχείριση των αιμοδοτών, με την παροχή 
πληροφοριών και παρακολούθηση αυτών με τη λήψη 
δειγμάτων επανελέγχου. 

Στη χώρα μας η ανάπτυξη και προαγωγή του εθνι-
κού συστήματος αιμοδοσίας είναι αρμοδιότητα του 
Εθνικού Κέντρου Αιμοδοσίας (Ε.ΚΕ.Α.). Ο ορολογικός 
έλεγχος πραγματοποιείται σε δύο (2) κέντρα αίματος 
ανά την επικράτεια, τόσο για την κάλυψη ιδίων ανα-
γκών των κέντρων αυτών όσο και για την κάλυψη σχε-
τικών αναγκών των διασυνδεόμενων με αυτά υπηρε-
σιών αιμοδοσίας των νοσοκομείων της χώρας.  

Τα δύο (2) κέντρα αίματος της χώρας είναι το 
Εθνικό Κέντρο Αιμοδοσίας και το Κέντρο Αίματος 
ΑΧΕΠΑ. Το Εργαστήριο Συγκεντρωτικού Ορολογικού 
Ελέγχου (Ε.Σ.Ο.Ε) του Κέντρου Αίματος ΑΧΕΠΑ άρχισε 
να λειτουργεί την 12η Ιουνίου 2017.  

Σκοπός της μελέτης μας ήταν να αναλύσουμε τον 
οροθετικό επιπολασμό μολυσματικών παραγόντων 
σε εθελοντές αιμοδότες, την περίοδο 2018–2022 και 
να επαληθεύσουμε την ειδικότητα και την ακρίβεια 
των μεθόδων διαλογής κατόπιν σύγκρισης των απο-
τελεσμάτων με επιβεβαιωτικές δοκιμασίες.13 

 
 

Υλικό και μέθοδοι 
 

Κατά τα έτη 2018-2022 ελέγχθηκαν συνολικά 875055 
μονάδες αίματος ή προϊόντα αίματος (π.χ. αιμοπετα-
λιαφαιρέσεις) στο Εργαστήριο Συγκεντρωτικού Ορο-
λογικού Ελέγχου (Ε.Σ.Ο.Ε) του Κέντρου Αίματος 
ΑΧΕΠΑ.  

Το Ε.Σ.Ο.Ε είναι υπεύθυνο για τον ορολογικό έλεγχο 
μονάδων αίματος από 36 συνολικά Υπηρεσίες Αιμο-
δοσίας (Κεντρικής, Δυτικής και Ανατολικής Μακεδο-
νίας, Θράκης, Ηπείρου, Στερεάς Ελλάδας και Θεσσα-
λίας).  

Αναλυτικά, στα πέντε έτη της μελέτης, πραγματο-
ποιήθηκαν οι ακόλουθοι έλεγχοι μονάδων αίματος: 
170736 το 2018, 164190 το 2019, 167017 το 2020, 
181787 το 2021 και 191325 το 2022.  

Ακολουθώντας το πρωτόκολλο ελέγχου, κάθε μο-
νάδα αίματος ελέγχθηκε υποχρεωτικά έναντι: 

• της σύφιλης (ανάστροφος αλγόριθμος-ανίχνευση 
αντισωμάτων IgG και IgM έναντι του Treponema 
pallidum) 

• του επιφανειακού αντιγόνου του ιού της ηπατίτι-
δας Β (HBsAg) 

• των αντισωμάτων εναντίον του ιού της ηπατίτι-
δας C (αντι-HCV) 

• του HIV-1 ( αντι-HIV-1) και του HIV-2 (αντι-HIV-2), 
συμπεριλαμβανομένων ορισμένων σπανίων πα-
ραλλαγών του ιού (π.χ. HIV-1 τύπος Ο) καθώς και 
το αντιγόνο P24 

• των αντισωμάτων εναντίον του ανθρωπίνου Τ-
λεμφοτρόπου ιού τύπου I (αντί-HTLV-I) και II 
(αντί-HTLV-II) 

Ο έλεγχος πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή με-
θόδων διαλογής υψηλής ευαισθησίας και ειδικότητας 
σε αυτοματοποιημένα συστήματα αναλυτών τελευ-
ταίας τεχνολογίας και μεγάλης παραγωγικότητας.  

Ειδικότερα εφαρμόστηκαν η μέθοδος CLIA (Aνο -
σοεξέταση Xημειοφωταύγειας) στον αναλυτή LIASON 
(DiaSorin) για τον έλεγχο της σύφιλης και οι μέθοδοι 
ChLIA (Aνοσοεξέταση Xημειοφωταύγειας) στον ανα-
λυτή PRISM (2018-2019) και CMIA (Μικροσωματιδιακή 
Ανοσοεξέταση Χημειοφωταύγειας) στον αναλυτή Alin-
ity-s (2020-2022) για τον έλεγχο της ηπατίτιδας B και 
C, των ιών HIV και HTLV (Abbott Diagnostics).  

Στα πλαίσια του ελέγχου ποιότητας αντιδραστη-
ρίων, τεχνικών, μεθόδων και εξοπλισμού, εφαρμόστη-
καν προγράμματα εσωτερικού ποιοτικού ελέγχου 
(καθημερινά), και προγράμματα εξωτερικής διασφά-
λισης ποιότητας. 

Τα δείγματα με απόλυτες μετρήσεις χαμηλότερες 
της τιμής του ορίου θετικότητας (cutoff) θεωρήθηκαν 
μη αντιδρώντα ενώ τα δείγματα με απόλυτες μετρή-
σεις υψηλότερες ή ίσες της τιμής του ορίου θετικότη-
τας θεωρήθηκαν αρχικώς αντιδρώντα. Ειδικότερα, για 
τον έλεγχο της ηπατίτιδας B και C, των ιών HIV και 
HTLV, τα δείγματα με τιμές S/CO υψηλότερες ή ίσες 
του 1.00 θεωρήθηκαν αντιδρώντα. Όσον αφορά τον 
έλεγχο της σύφιλης, μετρήσεις μεταξύ 0.9 and 1.1 
αξιολογήθηκαν ως γκρίζα ζώνη (GZ), σύμφωνα με το 
εσώκλειστο του αντιδραστηρίου και υποβλήθηκαν 
στο ίδιο πρωτόκολλο με τα αντιδρώντα. 

Σύμφωνα με τον αλγόριθμο του Υπουργείου Υγείας 
τα αρχικά αντιδρώντα δείγματα επανεξετάστηκαν εις 
διπλούν με την ίδια μέθοδο διαλογής. Από αυτά ορισμένα 
παρέμειναν αρχικά αντιδρώντα (IR-initial reactive), ενώ 
εάν σε κάποια οι επαναλαμβανόμενες δοκιμές ήταν 
αντιδραστικές, αυτά θεωρήθηκαν επαναλαμβανόμενα 
αντιδρώντα (RR-repeatedly reactive). Για όλα αυτά τα 
δείγματα (IR και RR) πραγματοποιήθηκε επιπλέον 
έλεγχος, από τον ασκό πλάσματος, με την κύρια μέθοδο 
αλλά και με δεύτερη μέθοδο στον αναλυτή Architect 
(Abbott Diagnostics). Η δεύτερη μέθοδος εφαρμόζεται 
συγκεντρωτικά για όλη τη χώρα στο Ε.ΚΕ.Α. Για όσα 
δείγματα καταγράφηκε επαναλαμβανόμενο αντιδρών 
αποτέλεσμα με τη δοκιμασία διαλογής τα αντίστοιχα 
παράγωγα απορρίφθηκαν και πραγματοποιήθηκε πε-
ραιτέρω έλεγχος με επιβεβαιωτικές δοκιμασίες.  
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Οι επιβεβαιωτικές εξετάσεις, που εφαρμόστηκαν 
στο Ε.Σ.Ο.Ε, ήταν οι FTA (Δοκιμασία Φθορισμού) και 
TPHA (Δοκιμασία Αιμοσυγκόλλησης) για τη σύφιλη, 
INNO-LIA (Μέθοδος Ανοσοαποτύπωσης) για τους ιούς 
HTLV και HCV, Western Blot (Μέθοδος Ανοσοαποτύ-
πωσης) για τον ιό HIV, και δοκιμασία εξουδετέρωσης 
για τον ιό HBV. Η ευαισθησία των επιβεβαιωτικών εξε-
τάσεων ήταν παρόμοια με τις μεθόδους διαλογής και 
η ειδικότητά τους κυμαινόταν περίπου στο 99,9%.  

Η διαχείριση των δειγμάτων και η εκτέλεση των 
εξετάσεων έγινε με βάση τις καταγεγραμμένες διαδι-
κασίες του εργαστηρίου (συμμόρφωση με τις Κατευ-
θυντήριες Οδηγίες Ορθής Πρακτικής, όπως αυτές 
καθορίζονται από την Ευρωπαϊκή Επιτροπή για την Αι-
μοδοσία και τη Μετάγγιση του Αίματος (CD-Ρ-TS) του 
Συμβουλίου της Ευρώπης και έχουν υιοθετηθεί από 
τη χώρα μας). 

Για να αξιολογήσουμε την αξιοπιστία των ανοσο-
διαγνωστικών μεθόδων διαλογής, χρησιμοποιήσαμε 
ως κριτήρια, τη συχνότητα των περιπτώσεων με επι-
βεβαιωμένη λοίμωξη και τα ποσοστά των ψευδώς θε-
τικών αποτελεσμάτων, την ειδικότητα (Specificity) και 
τη θετική προγνωστική αξία (PPV). 

 
 

Αποτελέσματα 
 

Με τη δοκιμασίες διαλογής βρέθηκαν επαναλαμβα-
νόμενα θετικά, για το σύνολο των μολυσματικών δει-
κτών, 4118 (0,47%) δείγματα.  

Το ποσοστό οροθετικότητας δεν παρουσίασε στα-
τιστικώς σημαντική μεταβολή ανά έτος. Αναλυτικά 
ανά έτος, καταγράφησαν τα ακόλουθα ποσοστά ορο-
θετικότητας: 2018 (0,52%) 893 δείγματα, 2019 (0,54%) 
890 δείγματα, 2020 (0,43%) 715 δείγματα, 2021 
(0,42%) 771 δείγματα, και 2022 (0,44%) 849 δείγματα 
(πίνακας 1).  

Όλα τα επαναλαμβανόμενα αντιδρώντα δείγματα 
ελέγχθηκαν με επιβεβαιωτικές δοκιμασίες. Με την 
εφαρμογή του αλγόριθμου, επιβεβαιώθηκε λοίμωξη, 
για το σύνολο των ελεγχόμενων μολυσματικών δει-
κτών, σε 1026 (0,12%) δείγματα. Η κατανομή ήταν σχε-
δόν ταυτόσημη ανά έτος ελέγχου. Αναλυτικά κατα-
γράφηκαν τα ακόλουθα ποσοστά επιβεβαιωμένων 
λοιμώξεων: 2018 (0,13%) 221 περιπτώσεις, 2019 
(0,12%) 206 περιπτώσεις, 2020 (0,11%) 182 περιπτώ-
σεις, 2021 (0,12%) 211 περιπτώσεις, και 2022 (0,11%) 
206 περιπτώσεις (πίνακας 1).  

Δε καταγράφηκε καμία περίπτωση συλλοίμωξης.  
Για κάθε μολυσματικό δείκτη και για όλη την ανα-

φερόμενη περίοδο ελέγχου εκτιμήσαμε τις εξής πα-
ραμέτρους:  

• αριθμός επαναλαμβανόμενων αντιδρώντων δει-
γμάτων (RR, repeatedly-reactive)  

• αριθμός δειγμάτων που επιβεβαιώθηκαν ως θε-
τικά (TP, true-positive) 

• αριθμός μη επιβεβαιωμένων ψευδώς θετικών 
δειγμάτων (FP, false-positive) 

• ειδικότητα (Specificity (%))  
• θετική προγνωστική αξία (PPV (%)). 
Τα αποτελέσματά μας καταγράφονται αναλυτικά 

στον πίνακα 2. 
 
 

Συζήτηση 
 

Οι εγκαταστάσεις και οι διαδικασίες του Εργαστήριου 
Συγκεντρωτικού Ορολογικού Ελέγχου (Ε.Σ.Ο.Ε) του Κέ-
ντρου Αίματος ΑΧΕΠΑ, συμμορφώνονται με τις Κατευ-
θυντήριες Οδηγίες Ορθής Πρακτικής, όπως αυτές 
καθορίζονται από την Ευρωπαϊκή Επιτροπή για την Αι-
μοδοσία και τη Μετάγγιση του Αίματος (CD-Ρ-TS) του 
Συμβουλίου της Ευρώπης και έχουν υιοθετηθεί από 
τη χώρα μας. 
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    Ελεγχόμενες             Έτος           Σύνολο θετικών με           Σύνολο δειγμάτων με  
 μονάδες αίματος                            δοκιμασία διαλογής        επιβεβαιωμένη λοίμωξη 

         170736                  2018                 893 (0,52%)                         221 (0,13%) 

         164190                  2019                 890 (0,54%)                         206 (0,12%) 

         167017                  2020                 715 (0,43%)                         182 (0,11%) 

         181787                  2021                 771 (0,42%)                         211 (0,12%) 

         191325                  2022                 849 (0,44%)                         206 (0,11%)

Οροθετικότητα έναντι όλων των ελεγχόμενων μολυσματικών δεικτών. Ανάλυση 
ανά έτος.Πίνακας 1



Οι ανοσοδιαγνωστικές δοκιμές θα πρέπει να εκτε-
λούνται σύμφωνα με τις πλέον πρόσφατες επιστημονι-
κές και τεχνικές διαδικασίες, οι οποίες αντικατοπτρί-
ζουν τις καλύτερες σύγχρονες πρακτικές. Οι πρακτικές 
θα πρέπει να αναθεωρούνται τακτικά και να επικαι-
ροποιούνται, λαμβάνοντας υπόψη την επιστημονική 
πρόοδο, όσον αφορά την ανίχνευση παθογόνων πα-
ραγόντων, που μπορούν να μεταδοθούν μέσω της με-
τάγγισης. 

Μία εξέταση διαλογής, για να είναι αποτελεσμα-
τική, θα πρέπει ο επιπολασμός της νόσου στον πλη-
θυσμό στόχο να είναι υψηλός, καθώς μια πολύ 
ευαίσθητη ανάλυση σε χαμηλό επιπολασμό θα οδη-
γήσει σε αυξημένο αριθμό ψευδώς θετικών αποτελε-
σμάτων. 

Τα δεδομένα του εργαστηρίου μας καταδεικνύουν 
χαμηλό επιπολασμό των μεταδιδόμενων με τη μετάγ-
γιση νοσημάτων στον αιμοδοτικό πληθυσμό. Κατά συ-
νέπεια, η θετική προγνωστική αξία είναι χαμηλή και 
τα δεδομένα μας δεν μπορούν να αποδοθούν σε κακή 
απόδοση των ορολογικών δοκιμασιών διαλογής.  

Εξαίρεση αποτελεί η υψηλή θετική προγνωστική 
αξία όσον αφορά τον έλεγχο για την ηπατίτιδα Β, υπο-
δηλώνοντας ενδεχομένως σχετικά αυξημένο επιπο-
λασμό της νόσου στον αιμοδοτικό πληθυσμό. Είναι 
γνωστό, ότι η Ελλάδα συγκαταλέγεται ακόμη στις πε-
ριοχές ενδιάμεσης ενδημικότητας, με τις μελέτες να 
καταδεικνύουν επιπολασμό της ηπατίτιδας Β στο γε-
νικό πληθυσμό γύρω στο 2,5-3%. Χρήσιμο θα ήταν 
να γίνουν στοχευμένες επιδημιολογικές έρευνες στον 
αιμοδοτικό πληθυσμό, ανά γεωγραφικά διαμερίσματα, 
προκειμένου να διαπιστωθεί η συχνότητα των φορέων 
HBV και να ληφθούν επικαιροποιημένες κατευθυντή-
ριες οδηγίες ελέγχου (π.χ. υποχρεωτικός έλεγχος με 
anti-HBc) σε εθνικό επίπεδο.14,15,16 

Τα περισσότερα ψευδώς θετικά αποτελέσματα της 
μελέτης μας αφορούσαν τον έλεγχο της ηπατίτιδας C 
και σε σημαντικότερο βαθμό τον έλεγχο της σύφιλης.  

Όσον αφορά τον έλεγχο της ηπατίτιδας C, επιση-
μαίνεται ότι από τις 134 επιβεβαιωμένες περιπτώσεις, 
στις 51 δεν ανιχνεύτηκε ιïκό φορτίο (μοριακός έλεγχος 
αρνητικός). Οι οδηγίες των υπηρεσιών αιμοδοσίας 
ορίζουν, ότι αποκλείονται από την διαδικασία της αι-
μοδοσίας άτομα με τρέχουσα αλλά και παρελθούσα 
λοίμωξη από HCV. Οι μονάδες αίματος από αιμοδότες 
με επιβεβαιωμένο αντι-HCV, αλλά χωρίς ιïκό φορτίο, 
θεωρητικά μόνο μπορεί να μην είναι μολυσματικές, 
καθώς η ασφάλεια τέτοιων μονάδων δεν έχει αποδει-
χθεί με μελέτες και ως εκ τούτου απορρίπτονται.17,18 

Όσον αφορά τον έλεγχο της σύφιλης, η εφαρμογή 
του ανάστροφου αλγόριθμου κατέδειξε ψευδώς θετικά 
αποτελέσματα σε σημαντικό βαθμό. Επισημαίνεται, 
ότι το 1/3 (453/1482) περίπου αυτών των περιπτώσεων 
της μελέτης μας, σχετίζεται με αντιδραστικότητα εντός 
της γκρίζας ζώνης. Η απώλεια πάντως των αντίστοιχων 
παραγώγων, αντισταθμίζεται από τη μεγιστοποίηση 
της ασφάλειας ανίχνευσης, που προσφέρει ο ανά-
στροφος αλγόριθμος (αυτοματοποιημένη μέθοδος 
με υψηλή ειδικότητα, αντικειμενικότητα και επανα-
ληψιμότητα των μετρήσεων) σε σύγκριση με τον πα-
ραδοσιακό αλγόριθμο (κίνδυνος ψευδώς αρνητικών 
αποτελεσμάτων, λόγω της χαμηλής ευαισθησίας ακόμη 
και όταν η μόλυνση είναι πρόσφατη και του φαινομένου 
της προζώνης, αδυναμία εντοπισμού παρελθούσας 
λοίμωξης, υποκειμενικότητα στην ερμηνεία των απο-
τελεσμάτων).19,20,21 

Σχετικά με την HTLV I/II λοίμωξη, τα αποτελέσματα 
μας αποδεικνύουν ότι ο επιπολασμός της στον αιμο-
δοτικό πληθυσμό της χώρας μας είναι εξαιρετικά χα-
μηλός. Τα δεδομένα αυτά αναδεικνύουν την ανάγκη 
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                               RR                      TP                    FP             SP (%)          PPV (%) 

   HBV                    576              448 (0,05%)            128              99.98               77,77 

   HCV                    858               134 (0,01%)            724              99.92               15,62 

   HIV                     507               40 (0,004%)            467              99.95                7,89 

   HTLV                  298               7 (0,0008%)            291              99.97                2,35 

   ΣΥΦΙΛΗ            1879              397 (0,04%)           1482             99.83               21,13 
 
RR-επαναλαμβανόμενα αντιδρώντα, TP-επιβεβαιωμένα θετικά, FP-ψευδώς θετικά, SP-ειδικότητα 
(%), PPV-θετική προγνωστική αξία (%)

Παράμετροι αξιολόγησης των διαγνωστικών μεθόδων διαλογής.Πίνακας 2



επανακαθορισμού του αλγορίθμου για τον έλεγχο της 
HTLV Ι/ΙΙ λοίμωξης και ανοίγουν τη συζήτηση προς την 
κατεύθυνση εφαρμογής ελέγχου μόνο στους αιμοδό-
τες 1ης φοράς.22,23 

Η ειδικότητα για το σύνολο των εξετάσεων διαλο-
γής και για όλους τους ελεγχόμενους παράγοντες, 
ήταν σύμφωνη με τις προσδοκίες μας και ίση ή καλύ-
τερη με τη δηλωθείσα στα εσώκλειστα των αντιδρα-
στηρίων, διασφαλίζοντας ότι η απουσία λοίμωξης 
στους αιμοδότες καταδεικνύεται εργαστηριακά με αρ-
νητικά αποτελέσματα.  

Είναι σημαντικό να γνωρίζουμε, ότι όταν σχεδιάζε-
ται αλγόριθμος ανάλυσης, ιδανικά οι δοκιμασίες δια-
λογής (screening) θα πρέπει να είναι τόσο ειδικές όσο 
και ευαίσθητες. Ωστόσο, αυτό είναι συχνά δύσκολο να 
επιτευχθεί, καθώς ο επιπολασμός των λοιμώξεων 
στον αιμοδοτικό πληθυσμό είναι χαμηλός και ένας ση-
μαντικός αριθμός δοτών χωρίς λοίμωξη μπορεί να 
προβάλλονται ως ψευδώς θετικοί.  

Λόγω της αλληλεπίδρασης της ευαισθησίας και της 
ειδικότητας, οι δοκιμασίες ελέγχου screening δεν πρέ-
πει να χρησιμοποιούνται αποκλειστικά για τη διά-
γνωση μιας λοίμωξης σε αιμοδότες. Δότες, που έχουν 
θετικό τεστ screening, θα πρέπει να αξιολογούνται και 
με άλλες μεθόδους, προκειμένου να επιβεβαιωθεί το 
αποτέλεσμα. Οι επιβεβαιωτικές δοκιμασίες είναι απα-
ραίτητο βήμα του αλγόριθμου, βοηθούν στη αποσα-
φήνιση των αποτελεσμάτων των μεθόδων διαλογής 
και μας βοηθούν να υποστηρίξουμε τη διαγνωστική 
μας βεβαιότητα. 

Διευκρινίζεται, ότι στις περιπτώσεις επιβεβαιωμένης 
λοίμωξης, δεν καθορίζουμε το στάδιο της λοίμωξης, 

διότι αυτό διαφέρει ανάλογα με τον ελεγχόμενο μο-
λυσματικό παράγοντα και επιπλέον ο ακριβής καθο-
ρισμός απαιτεί κλινικο-εργαστηριακή προσέγγιση. 
Εξάλλου, ο ρόλος των υπηρεσιών αιμοδοσίας είναι η 
αξιολόγηση της καταλληλότητας των δοτών, με την 
εφαρμογή κριτηρίων αποδοχής/αποκλεισμού.  

Σε περιπτώσεις επιβεβαιωμένων θετικών αποτελε-
σμάτων, ενεργοποιείται η κατάλληλη διαδικασία δια-
χείρισης του αιμοδότη, συμπεριλαμβανομένης της 
σχετικής ενημέρωσής του και των διαδικασιών παρα-
κολούθησης.24 

Συμπερασματικά, μπορούμε να πούμε ότι διαπι-
στώθηκαν χαμηλά επίπεδα οροθετικότητας έναντι 
όλων των μολυσματικών δεικτών σε όλα τα χρόνια 
ελέγχου. Η χρήση του επιβεβαιωτικού αλγόριθμου 
προσέφερε πολύτιμη βοήθεια στη διαχείριση–ενημέ-
ρωση των αιμοδοτών. 

Συνιστάται η ανάπτυξη αλγόριθμων σε εθνικό επί-
πεδο, που να διασφαλίζουν την κατάλληλη και συνεπή 
έρευνα και επίλυση της αντιδραστικότητας στις δοκι-
μασίες διαλογής. Η διασφάλιση της ποιότητας για 
προσυμπτωματικές και επιβεβαιωτικές εξετάσεις για 
λοιμώδεις δείκτες είναι ιδιαίτερα σημαντική και συνε-
πάγεται συγκεκριμένες προσεγγίσεις. Μόνο δοκιμές 
που έχουν αδειοδοτηθεί θεωρούνται κατάλληλες για 
την αιμοδοσία. 

Θα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη έμφαση στην εκπαί-
δευση και τη διαρκή αξιολόγησή του προσωπικού, τη 
συντήρηση και βαθμονόμηση του εξοπλισμού, τη δια-
χείριση των δειγμάτων, την παρακολούθηση των συν-
θηκών αποθήκευσης των αντιδραστηρίων, μαζί με 
τεκμηρίωση όλων αυτών των ενεργειών.142
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Summary
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Diagnostic performance of the serology screening testing of blood 
donors. Retrospective study (2018–2022) conducted at the Serology 
Laboratory of AHEPA Blood Center

Magdalini Pape*, Vasiliki Bakaloudi, Parthena Lazaridou, Dimitris, Pisokas, Pashalia Poulioudi, 
George Nikolaidis, Aikaterini Boukouvala, Christina Andrikopoulou, Soultana Nikolaidou, 
Iliana Pentsiou, Chariklia Pafili, Maria Chatzikyrkou 
Serology Laboratory, Blood Center, AHEPA University General Hospital of Thessaloniki  
*Corresponding author 
 
The use of screening tests in a blood donor population, a population with a low prevalence 
of infectious markers, is a complex process. All assays should have high levels both of sen-
sitivity and specificity. Increased sensitivity is of outmost importance to detect and remove 
potentially infectious blood products from the blood supply and eliminate false negative 
results. At the same time, specificity is also important in reducing the number of false 
positive results, in order to avoid unnecessary exclusion of certain donors. The aim of our 
study was to analyze the seroprevalence of transfusion-transmissible infectious agents of 
voluntary blood donors within the period 2018–2022 and verify the accuracy of screening 
tests followed by confirmatory assays. The study conducted at the Serology Laboratory of 
AHEPA Blood Center. Blood samples were tested for syphilis, HBsAg, anti-HCV, anti-HTLV I/II 
and HIV Ag/Ab. The screening strategy included repeated testing of reactive samples, fol-
lowed by confirmatory testing. Our results confirmed the low prevalence of transfusion 
transmitted infections in Greek blood donors. As a consequence, the positive predictive 
value of the screening assays was poor, something not attributed to poor performance of 
the selected screening tests,  and a relevant number of uninfected donations were excluded. 
Specificity for all assays was within our expectations and definitely equal or better than the 
value demonstrated on the reagent inserts. The use of the confirmatory algorithm offered 
valuable help in the management of blood donors.
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Γενικά στοιχεία - Σκοπός του περιοδικού 
Το Δελτίον Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας είναι 
η επίσημη τριμηνιαία έκδοση της Ελληνικής Μικρο-
βιολογικής Εταιρείας, με σκοπό τη συνεχή εκπαίδευση 
των Βιοπαθολόγων, Κλινικών Μικροβιολόγων, αλλά 
και κάθε επιστήμονα που ασχολείται με την εργαστη-
ριακή και κλινική ιατρική. 

Κύρια επιδίωξη είναι η δημοσίευση μελετών στην 
Ελληνική ή την Αγγλική γλώσσα που αφορούν όλους 
τους τομείς της Κλινικής Μικροβιολογίας (Βακτηριολογία, 
Παρασιτολογία, Μυκητολογία, Ιολογία), αλλά και τις 
λοιπές εξειδικεύσεις της Ιατρικής Βιοπαθολογίας (Εργα-
στηριακή Αιματολογία-Αιμοδοσία, Ιατρική Βιοχημεία και 
Ανοσολογία). 

 
Πρόσβαση στο περιοδικό 
Η πρόσβαση στο περιοδικό γίνεται με ηλεκτρονικό 
τρόπο, σε όλα τα μέλη της Ελληνικής Μικροβιολογικής 
Εταιρίας, μέσω της ιστοσελίδας της Ελληνικής Μικρο-
βιολογικής Εταιρίας, μέσω της ιστοσελίδας της Ελληνι-
κής Μικροβιολογικής Εταιρίας (https://acta.hms.org.gr). 

 
Διαδικασία υποβολής προς δημοσίευση 
Τα άρθρα υποβάλλονται αποκλειστικά μέσω της ηλε-
κτρονικής πλατφόρμας στο www.hms.org.gr (Περιο-
δικό/Ηλεκτρονική Υποβολή Άρθρων). Χειρόγραφα που 
παραλαμβάνονται με το ταχυδρομείο, ανεξάρτητα της 
ύπαρξης ή όχι ηλεκτρονικού αρχείου, δεν θα λαμβάνο-
νται υπ’ όψιν. Το υποβαλλόμενο άρθρο θα πρέπει να 
συνοδεύεται από επιστολή-δήλωση του υπεύθυνου 
συγγραφέα που να βεβαιώνει ότι όλοι οι συγγραφείς 
έχουν διαβάσει και συμφωνούν με την υποβολή του 
χειρογράφου και ότι το άρθρο ή ένα σημαντικό μέρος 
αυτού δεν έχει δημοσιευθεί ή υποβληθεί για δημοσί-
ευση κάπου αλλού. Επίσης θα πρέπει να αναφέρεται 
κάθε σύγκρουση συμφερόντων όλων των συγγραφέων. 
Κατά την παραλαβή, το άρθρο ελέγχεται για την πλη-
ρότητα και στη συνέχεια αποστέλλεται απαντητικό ηλε-
κτρονικό μήνυμα στον υπεύθυνο για αλληλογραφία 
συγγραφέα. 
 
Είδη άρθρων προς δημοσίευση 
Δημοσιεύονται οι παρακάτω κατηγορίες άρθρων: 

Ερευνητικές εργασίες: Περιέχουν αποτελέσματα 
εργαστηριακών, επιδημιολογικών ή κλινικών μελετών 
προοπτικού ή αναδρομικού χαρακτήρα που δημοσι-
εύονται για πρώτη φορά. Η έκταση του κειμένου 
χωρίς τη βιβλιογραφία δεν πρέπει να υπερβαίνει τις 
5.000 λέξεις. 

Βραχείες δημοσιεύσεις: Έχουν την γενική δομή 
των ερευνητικών εργασιών, όμως έχουν μικρότερο 
μέγεθος έως 1.800 λέξεις και έως 15 βιβλιογραφικές 
αναφορές. Αφορούν μελέτες που δεν δικαιολογούν 
την έκταση μιας πλήρους ερευνητικής εργασίας. Η Συ-
ντακτική Επιτροπή, μετά από πρόταση των εκάστοτε 

κριτών, διατηρεί το δικαίωμα να συστήσει στους συγ-
γραφείς να μετατρέψουν μια πλήρη ερευνητική εργα-
σία σε βραχεία δημοσίευση, εφόσον, κατά την κρίση 
τους, δεν δικαιολογείται η έκταση που έχει δοθεί. Οι 
συγγραφείς μπορούν επίσης να υποβάλλουν εργασίες 
που έχουν εξαρχής τη μορφή βραχειών δημοσιεύ-
σεων. 

Ενδιαφέρουσες περιπτώσεις: Αποτελούν νέες ή 
πολύ σπάνιες περιπτώσεις νοσημάτων, σπάνιες εκδη-
λώσεις, εφαρμογή νέων διαγνωστικών κριτηρίων ή 
νέων θεραπευτικών μεθόδων. Η έκταση του κυρίως 
κειμένου να μην υπερβαίνει τις 1.500 λέξεις και η βι-
βλιογραφία να μην υπερβαίνει τις 15 παραπομπές. 

Ανασκοπήσεις: Αναλύονται σύγχρονα ιατρικά θέ-
ματα, στα οποία παρουσιάζονται οι πρόσφατες εξελί-
ξεις ή αναφέρονται τα συμπεράσματα σειράς ερευ-
νητικών μελετών των συγγραφέων. Οι ανασκοπήσεις 
γράφονται από έναν ή περισσότερους συγγραφείς, 
ανάλογα με τη θεματολογία τους. Η έκταση του κυρίως 
κειμένου να μην υπερβαίνει τις 10.000 λέξεις και η βι-
βλιογραφία τις 100 παραπομπές. 

Επιστολές προς την Σύνταξη: Περιέχουν κρίσεις ή 
παρατηρήσεις για δημοσιευμένες μελέτες κ.λπ. Η 
έκτασή τους να μην υπερβαίνει τις 500 λέξεις και η βι-
βλιογραφία τις 5 αναφορές. 

Άρθρα της Σύνταξης: Σύντομα άρθρα σχολιασμού 
ή κρίσης επίκαιρων θεμάτων, τα οποία γράφονται 
μετά από πρόσκληση της συντακτικής επιτροπής. Η 
έκτασή τους να μην υπερβαίνει τις 1.000 λέξεις και η 
βιβλιογραφία τις 10 αναφορές. 

 
Ορισμός συγγραφέα άρθρου 
Ως συγγραφέας ενός άρθρου ορίζεται ένα άτομο που 
έχει συνεισφέρει στον σχεδιασμό ή στην εκτέλεση της 
συγκεκριμένης έρευνας που παρουσιάζει το άρθρο, 
σύμφωνα με τις οδηγίες της Διεθνούς Επιτροπής Συ-
ντακτών Ιατρικών Περιοδικών (ICMJE): 
[http://www.icmje.org/ethical_1author.html]. Το περιο-
δικό θεωρεί όλους τους συγγραφείς, ανεξάρτητα της 
σειράς τους, ως φέροντες εξίσου την πλήρη ευθύνη 
ενός άρθρου, συμπεριλαμβανομένου και του ορισμού 
του τίτλου και της σειράς των υπολοίπων συγγραφέων. 
Άτομα που παρεχώρησαν προς χρήση εγκαταστάσεις 
ή εξοπλισμό, κλινικά ή πρότυπα στελέχη, αναλώσιμα 
ή αντιδραστήρια, έδωσαν οικονομική βοήθεια μέσω 
δημόσιας ή ιδιωτικής χρηματοδότησης, ή συμπλήρω-
σαν ερωτηματολόγια, δεν μπορούν να θεωρηθούν ότι 
πληρούν τα κριτήρια του συγγραφέα. Επίσης τα κριτή-
ρια αυτά δεν πληρούν άτομα που σχολίασαν, ή διόρ-
θωσαν ή παρείχαν συμβουλές κατά τη διαδικασία της 
συγγραφής μέρους ή όλου του άρθρου. Αυτά τα άτομα 
μπορούν να αναφερθούν στο κεφάλαιο των ευχαρι-
στιών. Ομάδες εργασίας μπορεί να αναφερθούν ως 
συγγραφείς, εφόσον όλα τα μέλη που αποτελούν την 
ομάδα πληρούν τα κριτήρια που αναφέρθηκαν πιο 
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πάνω. Τέλος, αναφέρεται ρητά ότι ο τίτλος του συγ-
γραφέα δεν μπορεί να αποδοθεί «τιμής ένεκεν» λόγω 
θέσης. Τυχόν διαφωνίες που ανακύψουν σχετικά με 
την απονομή του τίτλου του συγγραφέα ή την σειρά 
των συγγραφέων σε ένα άρθρο, θα σημαίνουν αυτό-
ματα την αναστολή της διαδικασίας κρίσης, έως ότου 
αυτά λυθούν, είτε από το σύνολο των συγγραφέων, ή 
από την αρμόδια επιτροπή βιοηθικής και δεοντολογίας 
του ιδρύματος προέλευσης του άρθρου. 

 
Ευχαριστίες 
Τα άτομα στο κεφάλαιο των ευχαριστιών θα πρέπει να 
έχουν εγκρίνει την συμμετοχή τους σε αυτό. Για υλικό 
που έχει δημοσιευθεί με οποιοδήποτε άλλο τρόπο και 
υπόκειται σε περιορισμό πνευματικής ιδιοκτησίας και 
δικαιωμάτων (copyright) θα πρέπει να αναφερθεί ανα-
λυτικά ο τρόπος με τον οποίο αυτό αποκτήθηκε και 
πως δόθηκε η άδεια. Κάθε οικονομική βοήθεια, είτε 
δημόσια είτε ιδιωτική θα πρέπει να αναφέρεται ρητά. 
 
Σύγκρουση συμφερόντων 
Όλοι οι συγγραφείς θα πρέπει να αναφέρουν στο 
άρθρο κάθε πιθανή σύγκρουση συμφερόντων, σχε-
τικά με την υπό δημοσίευση μελέτη, σύμφωνα με τις 
οδηγίες της Διεθνούς Επιτροπής Συντακτών Ιατρικών 
Περιοδικών (ICMJE): 
[http://www.icmje.org/ethical_4conflicts.html]. Θα πρέ-
πει να αναφέρεται κάθε χρηματοδότηση που θα μπο-
ρούσε να οδηγήσει ή να υπονοήσει κατευθυνόμενη 
εξαγωγή συμπερασμάτων, όπως επίσης κάθε οικονο-
μική δραστηριότητα που μπορεί να έχει σχέση με την 
μελέτη (π.χ. και όχι περιοριστικά, προηγούμενη κατοχή 
μετοχών ή συμμετοχή σε Διοικητικά Συμβούλια ή 
λήψη χρηματοδότησης για ομιλίες από εταιρία της 
οποίας τα προϊόντα ελέγχονται στην συγκεκριμένη 
μελέτη, κ.λπ.). Η μη ύπαρξη σύγκρουσης συμφερό-
ντων θα πρέπει επίσης να αναφέρεται. Εδώ σημει-
ώνεται ότι οι λεπτομέρειες της σύγκρουσης συμφε-
ρόντων δεν δημοσιεύονται μαζί με το άρθρο, αλλά 
παραμένουν στην Συντακτική Επιτροπή υπό αυστηρή 
εχεμύθεια. Στο άρθρο δημοσιεύεται μια γενικόλογη 
φράση, π.χ. «Ο συγγραφέας Χ.Χ έλαβε ενίσχυση από την 
εταιρία Ψ.Ψ. για ερευνητικούς σκοπούς, ή για ομιλίες σε 
συνέδρια κ.λπ.». Αποτυχία της συμμόρφωσης με αυτή 
την οδηγία θα οδηγεί σε επιστροφή του άρθρου για 
συμπλήρωση, πριν την επιστημονική κρίση. Σε περί-
πτωση που εκ των υστέρων αποκαλυφθεί σύγκρουση 
συμφερόντων που δεν δηλώθηκε, η συντακτική επι-
τροπή διατηρεί το δικαίωμα να το αναφέρει σε επό-
μενο τεύχος με την μορφή «Ο συγγραφέας Χ.Χ. δεν δή-
λωσε πιθανή σύγκρουση συμφερόντων, σχετικά με το 
άρθρο Ζ.Ζ. και την εταιρία Ψ.Ψ.». 

 
Οδηγίες σύνταξης άρθρων 
Για τη σύνταξη των άρθρων το περιοδικό ακολουθεί 
τις υποδείξεις της Διεθνούς Επιτροπής Συντακτών Ια-
τρικών Περιοδικών (ICMJE): 
[http://www.icmje.org/urm_main.html]. Αποτυχία των 

συγγραφέων να συμμορφωθούν με τις οδηγίες μπορεί 
να σημαίνει επιστροφή του άρθρου, πριν την κρίση, 
για διόρθωση και εκ νέου υποβολή. Το χειρόγραφο, 
με την χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή και λογισμι-
κού επεξεργασίας κειμένου, δακτυλογραφείται σε 
μορφοποίηση μεγέθους σελίδας Α4 (212 x 297 mm) 
με περιθώρια εκατέρωθεν τουλάχιστον 2,5 cm, σε δι-
πλό διάστημα και με συνεχή αρίθμηση σειρών στο 
αριστερό περιθώριο (Μενού: Διάταξη σελίδας/Αρίθ-
μηση γραμμών/Συνεχόμενη αρίθμηση). 
 

Οι ερευνητικές εργασίες, οι βραχείες δημοσιεύ-
σεις και οι ενδιαφέρουσες περιπτώσεις θα πρέπει να 
έχουν την ίδια κοινή δομή και να περιλαμβάνουν τα 
εξής τμήματα, σε ένα ενιαίο αρχείο κειμένου (word, 
text, ή άλλο): τη σελίδα τίτλου, την ελληνική περίληψη 
με τις λέξεις κλειδιά, την αγγλική περίληψη με τις λέ-
ξεις κλειδιά στα αγγλικά, το κυρίως κείμενο, τις ευχα-
ριστίες, τη δήλωση σύγκρουσης συμφερόντων, τη 
δήλωση άδειας από την αρμόδια Επιτροπή Βιοηθικής 
ή/και τον ΕΟΦ (εφόσον απαιτείται, σύμφωνα με την 
κείμενη νομοθεσία, για ερευνητικές εργασίες παρεμ-
βατικού τύπου), τη βιβλιογραφία, τους πίνακες και τις 
λεζάντες των εικόνων. Οι εικόνες θα πρέπει να υπο-
βάλλονται σε ξεχωριστά αρχεία, σύμφωνα με τις οδη-
γίες που ακολουθούν. 

 
Η σελίδα τίτλου αποτελεί την πρώτη σελίδα του 

άρθρου και περιλαμβάνει: (α) τον τίτλο του άρθρου, 
στον οποίο δεν επιτρέπονται συντμήσεις λέξεων, (β) 
τα ονόματα των συγγραφέων (πλήρες όνομα και επώ-
νυμο), (γ) το εργαστήριο ή την κλινική και το νοσοκο-
μείο ή το ίδρυμα από το οποίο προέρχεται η εργασία, 
(δ) την πλήρη διεύθυνση του υπεύθυνου για την αλ-
ληλογραφία συγγραφέα, συμπεριλαμβανομένου ενός 
αριθμού τηλεφώνου και μιας ενεργούς διεύθυνσης 
ηλεκτρονικής αλληλογραφίας (e-mail) και (ε) βραχύ 
τίτλο όχι μεγαλύτερο από 40 γράμματα με τα διαστή-
ματα. Όλες οι παραπάνω πληροφορίες θα πρέπει να 
αναφέρονται στην Ελληνική γλώσσα και στη συνέχεια 
και στην Αγγλική γλώσσα. 

Η περίληψη θα πρέπει να έχει έκταση 250–400 λέ-
ξεις (εκτός από τις ενδιαφέρουσες περιπτώσεις που 
θα έχει έκταση έως 250 λέξεις), στην Ελληνική και την 
Αγγλική γλώσσα και θα πρέπει να χωρίζεται σε 4 πα-
ραγράφους (Σκοπός, Υλικό-Μέθοδος, Αποτελέσματα, 
Συμπεράσματα). Κάτω από την περίληψη θα πρέπει 
να αναφέρονται οι λέξεις κλειδιά (3-6) στην Ελληνική 
και την Αγγλική γλώσσα, που πρέπει να αντιστοιχούν 
στους διεθνείς όρους του Index Medicus και να απο-
δίδονται στα Ελληνικά σύμφωνα με το ΙΑΤΡΟΤΕΚ 
(MeSH-Hellas-Βιοϊατρική Ορολογία). 

 
Το κυρίως κείμενο θα πρέπει να χωρίζεται στα τμή-

ματα: Εισαγωγή, Υλικό και μέθοδοι, Αποτελέσματα, 
Συζήτηση, εκτός από τις ενδιαφέρουσες περιπτώσεις 
που θα πρέπει να αποτελούνται από τα τμήματα: Ει-
σαγωγή, Περιγραφή περίπτωσης, Σχόλιο ή Συζή-
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τηση. Στο Υλικό και Μέθοδοι περιγράφεται λεπτομε-
ρώς ο τρόπος επιλογής του υλικού ή των ασθενών, 
καθώς και οι μέθοδοι που εφαρμόσθηκαν, ώστε η 
έρευνα να μπορεί να αναπαραχθεί από ερευνητές που 
επιθυμούν την εφαρμογή της. Σε περιπτώσεις ερευνών 
που αφορούν σε ανθρώπους, πρέπει να διευκρινίζεται 
ότι τηρήθηκε η Διακήρυξη του Ελσίνκι (1975) και θα 
πρέπει να αναφέρεται εάν η μελέτη έχει λάβει έγκριση 
από την αντίστοιχη Επιτροπή Βιοηθικής και Δεοντο-
λογίας. Στα αποτελέσματα θα πρέπει να αναφέρονται 
αναλυτικά τα αποτελέσματα με μορφή κειμένου ή πι-
νάκων (όσο πιο συνοπτικά γίνεται, χωρίς επαναλήψεις). 
Στη συζήτηση μπορεί να γίνει σύγκριση με τα αποτε-
λέσματα άλλων εργασιών και να αναφέρονται τα συ-
μπεράσματα, τα οποία προκύπτουν από τα αποτελέ-
σματα της μελέτης. Ανάλογα με το μέγεθος του 
άρθρου μπορεί να γίνει σύντμηση των κεφαλαίων των 
αποτελεσμάτων και της συζήτησης σε ένα κεφάλαιο 
(Αποτελέσματα-Συζήτηση). 

 
Οι ευχαριστίες θα πρέπει να απευθύνονται σε 

άτομα με ουσιαστική συμβολή στην πραγματοποίηση 
της έρευνας, όπως προαναφέρθηκε πιο πάνω. 

 
Η δήλωση σύγκρουσης συμφερόντων θα πρέπει 

να είναι αναλυτική για όλους τους συγγραφείς. 
 
Η δήλωση έγκρισης από την αρμόδια Επιτροπή 

Βιοηθικής ή τον ΕΟΦ (για μελέτες που αυτό απαιτείται 
σύμφωνα με την κείμενη νομοθεσία, π.χ. μελέτες πα-
ρεμβατικού τύπου, με ασθενείς, μελέτες ασθενών-
μαρτύρων, κ.λπ.) θα πρέπει να περιλαμβάνει τον 
αριθμό πρωτοκόλλου και την ημερομηνία έγκρισης. 
Καθίσταται σαφές ότι δεν μπορεί να δημοσιευθεί με-
λέτη για την οποία οι συγγραφείς ζήτησαν αναδρομικά 
έγκριση για εργασίες που ήδη είχαν γίνει. Οι επιδη-
μιολογικές μελέτες, οι εργασίες ελέγχου της μικροβια-
κής αντοχής, οι συγκρίσεις εργαστηριακής μεθοδο-
λογίας και οι παρουσιάσεις περιστατικών αποτελούν 
είδη ερευνητικών εργασιών που δεν απαιτούν παρό-
μοια έγκριση. 

 
Στη βιβλιογραφία ακολουθείται το διεθνές σύ-

στημα Vancouver. Επειδή η αναπαραγωγή των άρ-
θρων από τις ιστοσελίδες ανεύρεσης δεν μεταφέρει 
απόλυτα όλα τα τυπογραφικά στοιχεία (π.χ. ειδικά 
γράμματα) οι συγγραφείς για να εξασφαλίσουν την 
ορθή απόδοση των αναφορών θα πρέπει να ανατρέ-
χουν στο τυπωμένο κείμενο, είτε σε έντυπη, είτε σε 
ηλεκτρονική μορφή (αρχεία .pdf). Όλοι οι συγγραφείς 
ενός άρθρου θεωρούνται από κοινού υπεύθυνοι για 
την σωστή αναπαραγωγή των βιβλιογραφικών ανα-
φορών του άρθρου και η συντακτική ομάδα του πε-
ριοδικού δεν ελέγχει την τυπογραφική ακρίβειά τους. 
Κόστος διόρθωσης λάθους αναφοράς που τυχόν ζη-
τηθεί από τρίτο άτομο μετά την τελική εκτύπωση του 
τεύχους του περιοδικού, επιβαρύνει εξ ολοκλήρου 
τους συγγραφείς. Η αρίθμηση των αναφορών στο κεί-

μενο γίνεται με την σειρά που αναφέρονται στο κεί-
μενο, με αραβικούς αριθμούς, ως εκθέτες, μετά τα ση-
μεία στίξης (π.χ.: η συγκεκριμένη παρατήρηση έχει 
αναφερθεί αρχικά από τους Jones και συν.4 και έχει 
επιβεβαιωθεί και από άλλες μελέτες.5,7,8-12). 

 
Άρθρα περιοδικών δημοσιευμένα: Γράφονται τα 

επώνυμα των συγγραφέων και τα αρχικά του ονόμα-
τος χωρίς τελείες, στην συνέχεια το περιοδικό στην 
συντετμημένη του μορφή με πλάγια γράμματα, στην 
συνέχεια το έτος, ο αριθμός τόμου (χωρίς τον αριθμό 
τεύχους σε παρένθεση) και οι σελίδες (π.χ. Klotz SA, 
Penn CC, Negvesky GJ, Butrus SI. Fungal and parasitic 
infections of the eye. Clin Microbiol Rev 2000; 13:662-
685). Όταν οι συγγραφείς είναι περισσότεροι από έξι, 
αναγράφονται τα πρώτα έξι ονόματα και ακολουθεί η 
λέξη “et al.” με πλάγια γράμματα, ή «και συν.» για ελλη-
νικό άρθρο (π.χ. Garcia HH, Herrera G, Gilman RH, 
Tsang VC, Pilcher JB, Diaz JF et al. Discrepancies bet-
ween cerebral computed tomography and western 
blot in the diagnosis of neurocysticercosis. Am J Trop 
Med Ηyg 1994; 50:152-157). Σε περίπτωση αναφοράς 
ονομάτων συγγραφέων στο κείμενο, αναγράφεται 
μόνο το επώνυμό τους. Εάν οι συγγραφείς είναι δύο, 
μεταξύ των επωνύμων τοποθετείται η λέξη “and” ή 
«και» (για ελληνική δημοσίευση). Αν το άρθρο είναι 
ανυπόγραφο, στη θέση των ονομάτων των συγγρα-
φέων αναφέρεται “Anonymous” ή  «Ανώνυμος» (για 
ελληνική δημοσίευση). Για τα ηλεκτρονικά περιοδικά 
που δεν έχουν σελιδοποίηση, ή όπου αυτό επίσης είναι 
εφικτό, μετά την συντομογραφία του τίτλου του περιο-
δικού θα πρέπει να αναφέρεται ο κωδικός DOI (Digital 
Object Identifier) (π.χ. Kalil AC. Is cefepime safe for clinical 
use? A Bayesian viewpoint. J Antimicrob Chemother 2011; 
doi: 10.1093/jac/ dkr 138). 

Άρθρα περιοδικών υπό δημοσίευση: Αφορά άρθρα 
που έχουν γίνει αποδεκτά και εκκρεμεί η τελική δημο-
σίευσή τους. Ακολουθείται η προηγούμενη οδηγία και 
μετά την συντομογραφία του περιοδικού αναγράφεται 
“in press” ή «υπό δημοσίευση». Εάν κατά την διάρκεια 
της διαδικασίας κρίσης το άρθρο τελικά δημοσιευθεί, 
οι συγγραφείς είναι υπεύθυνοι για την ανανέωση της 
αναφοράς με τα στοιχεία του περιοδικού (τεύχος, σελί-
δες ή νούμερο DOI). 

Σύγγραμμα: αναφέρονται το όνομα του συγγραφέα, 
ο τίτλος, ο αριθμός της έκδοσης (αν υπάρχουν περισ-
σότερες από μία), ο εκδότης, ο τόπος έκδοσης, το έτος 
και οι σελίδες της αναφοράς. Για τα κεφάλαια βιβλίων 
αναφέρεται επιπλέον μετά το όνομα του εκδότη και ο 
τίτλος του βιβλίου (π.χ. Griffiths WD. Old world cutane-
ous leishmaniasis. In: Peters W, Killick-Kendrick R (eds). 
The leishmaniases in biology and medicine. Vol. II. Lon-
don, Academic Press, 1987:617-636). 

Εργασίες υπό μορφή ανακοινώσεων σε συνέδρια 
(προφορικές ή ανηρτημένες), δεν περιλαμβάνονται 
στην βιβλιογραφία, αλλά μπορεί να παρατίθενται σε 
παρένθεση στο κείμενο, εφόσον δεν έχουν παρέλθει 
πάνω από δύο έτη από την παρουσίασή τους, αναφέ-
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ροντας το όνομα του πρώτου συγγραφέα, το συνέδριο 
και την σελίδα του τόμου πρακτικών (π.χ. Juncosa B et 
al, XVII Lancefield International Symposium on Stre-
ptococci & Streptococcal Diseases, Porto Heli, Greece, 
2008, pp63 ). Με παρόμοιο τρόπο θα πρέπει να ανα-
γράφονται και οι αναφορές σε ιστοσελίδες, όπου επι-
πλέον θα πρέπει να αναφέρεται και η ημερομηνία της 
τελευταίας επίσκεψης και ελέγχου από τους συγγραφείς 
(π.χ. http://www.mednet.gr/whonet, τελευταία επίσκεψη, 
1η Μαΐου 2013). 

Οι φωτογραφίες, τα σχήματα, τα διαγράμματα κ.λπ. 
ονομάζονται ως εικόνες (εφόσον είναι φωτογραφίες) 
ή γραφήματα (εφόσον είναι σχέδια), αναφέρονται στα 
σημεία του κειμένου όπου αντιστοιχούν και αριθμού-
νται με αραβικούς αριθμούς (εικόνα 1, εικόνα 2, κ.ο.κ.). 
Υποβάλλονται ηλεκτρονικά ως ανεξάρτητα αρχεία ει-
κόνων (JPEG, TIFF, EPS, κλπ.) στην υψηλότερη δυνατή 
ανάλυση (το λιγότερο 300 dpi για ασπρόμαυρες ή έγ-
χρωμες φωτογραφίες και 600 dpi για γραφήματα που 
περιέχουν σχέδια και γράμματα) και όχι ενσωματωμένα 
στο αρχείο κειμένου του άρθρου. Η τελική αποδοχή 
προϋποθέτει τον έλεγχό τους από τεχνική άποψη. Για 
εικόνες που δεν πληρούν τις τεχνικές προδιαγραφές 
ζητείται η εκ νέου υποβολή τους από τους συγγραφείς, 
. Οι λεζάντες των εικόνων θα πρέπει να γράφονται όλες 
μαζί σε ξεχωριστή σελίδα στο κείμενο του άρθρου. 

Όλοι οι πίνακες αναφέρονται στα σημεία του κει-
μένου όπου αντιστοιχούν και αριθμούνται με συνεχό-
μενους αραβικούς αριθμούς (πίνακας 1, πίνακας 2, 
κ.ο.κ.). Οι πίνακες δακτυλογραφούνται σε διπλό διά-
στημα και σε ξεχωριστή σελίδα ο καθένας. Η έκταση 
κάθε πίνακα καλόν είναι να μην υπερβαίνει τη μία σε-
λίδα. Όλοι οι πίνακες πρέπει να έχουν λεζάντες, οι 
οποίες γράφονται στο άνω μέρος της αντίστοιχης σε-
λίδας. Τυχόν επεξηγήσεις αναφέρονται με παραπο-
μπές στο τέλος του πίνακα. 

 
Στην ονοματολογία και στις μονάδες μέτρησης, οι 

φαρμακευτικές ουσίες αναφέρονται με την χημική και 
όχι την εμπορική ονομασία τους. Οι μονάδες των δια-
φόρων μεγεθών αναφέρονται με τους διεθνώς παρα-
δεκτούς συμβολισμούς και όχι με τις ελληνικές 
ονομασίες τους. Για παράδειγμα, γράφεται κύτταρα/μl 
και όχι κύτταρα κ.κ.χ. Η ονοματολογία των βακτηρίων 
είναι αυτή που αναφέρεται στο: Approved lists of Bac-
terial names (Skerman VBD, McGowan V, Sneath PHA, 
ed. American Society for Microbiology (1989) και στο 
International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology. Τα ονόματα των ιών θα πρέπει να είναι 
τα εγκεκριμένα από τη διεθνή επιτροπή για την ταξι-
νόμηση των ιών (ICTV), όπως αναφέρονται στο Virus 
Taxonomy: Classification and nomenclature of viruses, 
Seventh report of the international Committee on Ta-
xonomy of Viruses (van Regenmortel et al, ed. Acade-
mic Press, San Diego, Calif, 2000). 

 
Οι ανασκοπήσεις ακολουθούν τις ίδιες προηγού-

μενες γενικές οδηγίες εκτός της κεφαλαιοποίησης που 

είναι ανάλογη του θέματος (δεν ακολουθείται δηλ. η 
κεφαλαιοποίηση «εισαγωγή, υλικό και μέθοδοι, απο-
τελέσματα συζήτηση»). 

 
Οι επιστολές προς την Σύνταξη και τα άρθρα της 

Σύνταξης ακολουθούν τις προηγούμενες γενικές οδηγίες, 
εκτός του γεγονότος ότι δεν έχουν περίληψη ή κεφα-
λαιοποίηση (υποβάλλονται σε μια ενιαία παράγραφο). 

 
Διαδικασία κρίσης 
Όλες οι εργασίες που υποβάλλονται κρίνονται από 
τουλάχιστον έναν εξωτερικό κριτή και από την ομάδα 
σύνταξης του περιοδικού. Οι κριτές μπορεί να αποτε-
λούν μέλη της Συντακτικής Επιτροπής ή να είναι άλλοι, 
ειδικοί για το θέμα, επιστήμονες. Καταβάλλεται κάθε 
δυνατή προσπάθεια η κρίση για την αποδοχή, την 
τροποποίηση ή την απόρριψη μια υποβληθείσας ερ-
γασίας να ολοκληρώνεται σε εύλογο χρονικό διάστημα 
(τρεις έως τέσσεριςεβδομάδες) από την ημερομηνία 
υποβολής της. Όλη η αλληλογραφία πραγματοποιείται 
μέσω της ηλεκτρονικής διεύθυνσης (email) του υπεύ-
θυνου συγγραφέα, γι’ αυτό τον λόγο ένας ενεργός λο-
γαριασμός ηλεκτρονικού ταχυδρομείου είναι απολύτως 
απαραίτητος. Σε περίπτωση που οι κριτές ζητήσουν 
διορθώσεις ή προτείνουν αλλαγές, το τελικό διορθω-
μένο κείμενο υποβάλλεται εκ νέου από τον υπεύθυνο 
συγγραφέα, σε διάστημα τριών εβδομάδων από την 
επιστροφή του για τροποποίηση και συνοδευόμενο 
από επιστολή στην οποία θα αναφέρονται σημείο 
προς σημείο όλες οι αλλαγές στο κείμενο, καθώς και 
η αιτιολογημένη αποδοχή ή απόρριψη των προτάσεων 
των κριτών. Μετά την τελική αποδοχή, η μελέτη απο-
στέλλεται στο τυπογραφείο. Οι συγγραφείς, εφόσον 
το επιθυμούν, δύνανται να λάβουν τυπογραφικά 
δοκίμια για έλεγχο. Τα δοκίμια πρέπει να επιστρέφονται 
στο Τυπογραφείο σε τρείς το πολύ ημέρες με την 
χρήση ηλεκτρονικού ταχυδρομείου. Εφόσον οι συγ-
γραφείς επιθυμούν ανάτυπα, θα πρέπει να αποστείλουν 
επιστολή που θα δηλώνουν τον αριθμό ανατύπων 
που επιθυμούν. Η σχετική δαπάνη βαρύνει εξ ολο-
κλήρου τους συγγραφείς. Δεν επιτρέπεται αλλαγή του 
κειμένου στο στάδιο των τυπογραφικών δοκιμίων 
χωρίς την άδεια της Σύνταξης. 
 
Δήλωση άδειας έκδοσης 
Μετά την οριστική αποδοχή του άρθρου προς δημο-
σίευση, ο υπεύθυνος συγγραφέας θα πρέπει να συ-
μπληρώσει και να υπογράψει την επιστολή ανάθεσης 
της άδειας έκδοσης που μπορεί να βρει στην ιστοσε-
λίδα της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρίας. Η συ-
μπληρωμένη φόρμα θα πρέπει να ταχυδρομηθεί (κατά 
προτίμηση με συστημένη επιστολή ή υπηρεσία ταχυ-
μεταφοράς) στην διεύθυνση «Συντακτική Επιτροπή, 
Δελτίο Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας, ASCENT 
ΙΚΕ, Μιχαλακοπούλου 29, 115 28, Αθήνα». Σημειώνεται 
εδώ ότι μόνο μετά την παραλαβή της επιστολής θα ξε-
κινάει η διαδικασία ενσωμάτωσης του άρθρου στο 
επόμενο τεύχος και η στοιχειοθέτησή του.
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General features – Scope of the Journal 
The Journal of the Hellenic Society for Microbiology (Jo-
urnal of HMS) is the official Journal of the Hellenic  So-
ciety for Microbiology, aiming at the constant education 
of Biopathologists, Clinical Microbiologists, as well as 
of every scientist involved in Laboratory and Clinical 
Medicine. The Journal of the Hellenic Society for Micro-
biology is a quarterly peer-reviewed journal, cited in 
Scopus® database.  

Its main objective is the publication of studies in 
Greek and/or English language, which are relevant to 
all fields of Clinical Microbiology (Bacteriology, Parasi-
tology, Mycology, Virology) and to the other subspe-
cialties of Medical Biopathology (Laboratory Haema-
tology- Blood Donation, Medical Biochemistry and 
Immunology). In addition, Journal of HMS is an appro-
priate forum for the publication of information related 
to the role of the laboratory in both the management 
of infectious diseases and the elucidation of the epi-
demiology of infections. Manuscripts which present 
the results of original scientific investigations are en-
couraged. Finally, Journal of HMS welcomes submission 
of manuscripts which describe novel molecular methods 
for use in the diagnosis or elucidation of infections. 
The Journal does not charge page or article processing 
or any other fees to the authors. All articles are available 
over the Internet after publications as Open Access. 

 
Access to the Journal 
All members of the Hellenic Society for Microbiology 
can access the journal through the HMS website 
(https://acta.hms. org.gr). 
 
Submission procedure for publication 
Submit your manuscript through our online system 
www.hms.org.gr (Journal/Submission). Manuscripts re-
ceived by post, regardless of whether complemented 
with an electronic file or not, will not be taken into 
consideration.  

Submitted manuscripts must be accompanied by 
a relevant personal statement of the author confir-
ming that all authors involved have read the manu-
script and agree with its submission, and that neither 
the article nor a substantial part of it have been pu-
blished or submitted for publication elsewhere. In ad-
dition, any conflict of interest among all authors has 
to be mentioned. Upon its receipt, the manuscript will 
be checked for its integrity; a reply e-mail will then be 
sent to the author in charge of the correspondence. 

 
Types of papers for publication 
The following types of articles are published in the 
journal: 

Original articles: contain the results of prospective 
or retrospective laboratory, epidemiological or clinical 
studies which are published for the first time. The 
length of the text -excluding literature- should not ex-
ceed 5,000 words, four to five tables or figures and 35 
bibliographical references. 

 
Short communication: generally share the same 

structure as research papers, but their length is smal-
ler and does not exceed 1,800 words, two tables or fi-
gures and 15 bibliographical references. They relate 
to studies that do not justify the scope of a full rese-
arch paper. The Editorial Board reserves the right to 
ask the authors to convert a research paper into a 
short-form paper, upon a relevant proposal by the re-
spective referees, when they consider that the topic 
does not justify the original length. The authors may 
submit their work in the form of short papers from the 
outset. 

 
Case reports: include new or very rare cases of di-

seases, rare occurrences and the implementation of 
new diagnostics criteria or new therapeutic methods. 
The length of the text should not exceed 1,500 words 
two tables or figures and 15 bibliographical references.  

 
Review articles: modern medical issues are analy-

zed, where the latest developments are presented or 
the conclusions of series of research studies by the au-
thors are listed. Review articles are written by one or 
more authors, according to their theme. The main text 
should not exceed 10,000 words, including up to 100 
references.  

 
Letters to the Editors: contain opinions or com-

ments on published studies, etc. Their length should 
be no more than 500 words, including up to 5 referen-
ces.  

 
Editorial articles: brief articles commenting on or 

assessing contemporary issues, published upon invi-
tation by the Editorial Board. Their length should not 
exceed 1,000 words and 10 references. 

 
Defining the author of an article 
The author of an article is defined as the person who 
has assisted in designing and/ or carrying out a spe-
cific research presented in the article, according to the 
guidelines of the International Committee of Medical 
Journal Editors (ICMJE) 
[http://www.icmje.org/ethical_1author.html]. 
The journal considers all authors, irrespective of the 
order of appearance, as equally bearing full responsi-
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bility of an article, including its title and order of ap-
pearance of other authors. Any individuals who offe-
red specific equipment or facilities, clinical or 
reference strains, consumables or reagents, financial 
assistance through public or private financing, or who 
completed questionnaires, do not meet the criteria of 
an author and cannot be defined as such. Moreover, 
individuals who commented, edited or advised du-
ring the writing process of the article cannot be inclu-
ded as authors. Rather, these individuals can be 
mentioned in the Acknowledgements section. Working 
groups can be included as authors, provided that all 
group members fulfill the criteria mentioned above. 
Finally, it is explicitly stated that no individual can be 
included as an author honoris causa, because of a po-
sition that he/she holds. Any disputes that arise with 
regard to the inclusion of an individual as an author 
or to the authors’ order of appearance in an article, will 
automatically trigger the suspension of the evaluation 
process until these disputes are resolved, either by all 
authors or by the competent bioethics and ethics 
committee of the institution of origin of the article. 
 
Acknowledgements 
The inclusion of individuals in the Acknowledgements 
section must have been approved by the former be-
forehand. In case of material which has been publi-
shed in any other manner and is subject to copyright 
provisions, the way in which this material and the per-
mission to publish it were acquired has to be indica-
ted in detail. Any relevant funding, either from public 
or private sources, must be explicitly stated. 
 
Conflict of interest 
All authors must state any conflict of interest in the ar-
ticle, regarding the study under publication, according 
to the guidelines of the International Committee of 
Medical Journal Editors (ICMJE):  
[http://www.icmje.org/ethical_4conflicts.html]. 
Any source of funding with direct or indirect implica-
tions of biased conclusions has to be mentioned, along 
with any financial activity that could be associated 
with the study (for instance –and not exclusively– pre-
vious shareholding or participation in Boards of Direc-
tors, financing of lectures by specific companies whose 
products are examined in the study, etc.). Nonexi-
stence of conflicting interests should also be mentio-
ned. At this point, it should be noted that all details 
regarding conflicting interests are not published toge-
ther with the article; instead, the Editorial Board shall 
retain them under strict confidentiality. In the latter 
case, the article will be accompanied by a generic ph-
rase, e.g. “Author XX received support from the company 
YY for research purposes, or for lectures at conferences, 
etc.” Failure to comply with this guideline will result in 
the article being returned to its authors for comple-
tion, before its scientific evaluation. Should an unde-

clared conflict of interest emerge ex post, the Editorial 
Board reserves the right to report it in the next issue, 
in the form of “Author XX did not state a potential con-
flict of interest concerning article ZZ and company YY”. 
 
Guidelines for writing articles 
Regarding the writing of articles, the journal complies 
with the guidelines of the International Committee of 
Medical Journal Editors (ICMJE) 
[http://www.icmje.org/urm_main.html]. 
Failure of the authors to comply with these guidelines 
can lead to the article being returned for adjustments 
and resubmission, prior to its evaluation.  

With the use of a computer and word processing 
software, the manuscript is typed on A4 page format 
(212 x 297 mm) with margins on both sides of at least 
2,5 cm, double-spaced and with continuous line num-
bering in the left margin (Menu: Page Layout > Line 
Numbers > Continuous). 

 
Research papers, Short-form papers and Intere-

sting cases should have a common structure and in-
clude the following sections in a single text file (word, 
text or other): title page, Greek abstract with key 
words (for manuscripts in Greek), English abstract 
with key words, main body of the text, acknowledge-
ments, declaration of competing interests, declaration 
of authorization by the competent Bioethics Commit-
tee and/ or the National Organization for Medicines 
(for Greek authors EOF) (when required, in accordance 
with current legislation, in the case of interventionist 
research papers), references, tables and image ca-
ptions. Images have to be submitted in separate files, 
in accordance with the instructions that follow. 

 
The title page is the first page of the article and in-

cludes: (a) the title of the article, where no abbrevia-
tions can be used, (b) the names of the authors (full 
name and surname), (c) the laboratory or clinic and 
hospital or institution where the study was carried 
out, (d) the full address of the author in charge of cor-
respondence, including a telephone and fax number 
and an active e-mail address, and (e) a brief title no 
longer than 40 characters including spaces. All the 
above information should be provided first in Greek 
and then in English.  

 
The abstract has to be between 250 and 400 words 

(except for interesting cases where the abstract sh-
ould not exceed 250 words) in the Greek and English 
language (for a Greek speaking article) or solely in En-
glish (for an English speaking article) and it should be 
divided into four paragraphs (Aim of the study, Mate-
rials and Methodology, Results, Conclusions). Three 
to six key words are listed below the abstract both in 
Greek and/or English (as mentioned above), which 
must correspond to the international terms of Index 
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Medicus and be attributable to Greek according to ΙΑ-
ΤRΟΤΕΚ (MeSH-Hellas-Biomedical Terminology). 

 
The main body of the text, for the Research papers 

and the Short-form papers, must be divided into sec-
tions: Introduction, Materials and Methods, Results, 
Discussion. For the Interesting Cases format it should 
be divided into the following sections: Introduction, 
Case Description, Comments or Discussion. 

In the Materials and Methods section, the way in 
which the material or patients were selected is descri-
bed in detail, as well as the methods implemented, in 
order for other researchers to be able to reproduce 
the research. In case that the research involves people, 
compliance with the Declaration of Helsinki (1975) 
has to be stated, whereas it should also be defined 
whether the study has been approved by the respec-
tive Bioethics and Ethics Committee and the respec-
tive decision No has to be quoted (please see below). 

In the Results section, the results have to be me-
ntioned analytically in the form of either text or tables 
(as concisely as possible, without repetitions). The re-
sults can then be compared with the results of other 
studies in the Discussion section, where the conclu-
sions stemming from these results will also be mentio-
ned. According to the length of the article, the Results 
and Discussion sections can be merged into a single 
section (Results-Discussion). 

 
The Acknowledgements section has to be addres-

sed to individuals with substantial contribution to the 
realization of the research, as mentioned above. 

 
The declaration of competing interests should be 

analytical for all authors involved. 
 
The declaration of authorization by the compe-

tent Bioethics Committee or the National Organi-
zation for Medicines (for Greek authors-EOF) (when 
required in accordance with current legislation, e.g. 
for interventionist research papers, research involving 
patients, studies of patients-witnesses, etc.) must in-
clude the protocol number and date of authorization. 
It is made clear that no research can be published for 
which the authors requested retroactive authorization 
for work that had already been carried out. Epidemio-
logical studies, antimicrobial resistance control re-
ports, comparisons between laboratory methodolo-
gies and cases reports constitute types of research 
that require no such authorization. 

 
References follow the international Vancouver sy-

stem (Vancouver reference style). Due to the fact that 
the referencing of articles from their websites of origin 
does not fully transfer all typefaces used (e.g. special 
lettering), the authors should refer to the relevant pri-
nted text in order to ensure proper referencing, either 

in printed or in electronic format (.pdf files). The auth-
ors of an article are all held equally responsible for the 
proper reproduction of references, whereas the Edito-
rial Board of the journal does not check references for 
their typographical accuracy. In case of any request by 
a third party to correct a reference error after the final 
print of the respective issue of the journal, the financial 
cost is entirely borne by the authors. The numbering 
of references follows the sequence in which they ap-
pear in the text, using Arabic numerals, in the form of 
superscripts and following punctuation (e.g.: this was 
originally observed by Jones et al.4 and has been con-
firmed by other studies as well.5,7,8-12). 

Published journal articles: The surnames of the auth-
ors are written first along with the initials of their 
names without dots, followed by the title of the journal 
in its abbreviated form in italics, then by the year, vo-
lume number (without the issue number in parenthe-
ses) and pages (e.g. Klotz SA, Penn CC, Negvesky GJ, 
Butrus SI. Fungal and parasitic infections of the eye. 
Clin Microbiol Rev 2000; 13:662-685). When the authors 
are more than six, the first six names are listed and fol-
lowed by the phrase “et al.” in italics (e.g. Garcia HH, 
Herrera G, Gilman RH, Tsang VC, Pilcher JB, Diaz 5 JF et 
al. Discrepancies between cerebral computed tomo-
graphy and western blot in the diagnosis of neurocy-
sticercosis. Am J Trop Med Ηyg 1994; 50:152-157). When 
mentioning the name of an author within the text, 
only their surname is given. If the authors are two, the 
word “and” should be placed between their surnames. 
When an article is unsigned, instead of the names of 
the authors the word “Anonymous” is used. For elec-
tronic journals with no page numbers, or whenever 
this is possible, the DOI (Digital Object Identifier) code 
should follow the abbreviated title of the journal (e.g. 
Kalil AC. Is cefepime safe for clinical use? A Bayesian view-
point. J Antimicrob Chemother 2011; doi: 10.1093 /jac/ 
dkr 138). 

Journal articles under publication: these are articles 
which have been approved and pending final publi-
cation. The previous instructions should be followed, 
whereas the abbreviated journal title is followed by 
the phrase “in press” or “under publication”. When an 
article is published during the evaluation process, 
the authors are responsible for renewing the reference 
by mentioning the relevant journal details (issue, 
page numbers or DOI). 

PhD thesis, book chapters or equivalent: the refe-
rence includes the name of the author, title, publica-
tion edition (in case of more than one editions), 
publisher, city of publication, year and page numbers. 
For book chapters, the title of the book must also be 
mentioned after the name of the publisher (e.g. Griffi-
ths WD. Old world cutaneous leishmaniasis. In: Peters 
W, Killick-Kendrick R (eds). The leishmaniases in bio-
logy and medicine. Vol. II. London, Academic Press, 
1987:617-636).  
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Works in the form of notices at conferences (either 
oral or posted) are not included in literature, but they 
can be set out in the text in parentheses, as long as 
no more than two years have passed since their pre-
sentation, indicating the name of the first author, the 
conference and specific page(s) in the volume of the 
minutes of the conference (e.g. Juncosa B et al, XVII 
Lancefield International Symposium on Streptococci 
& Streptococcal Diseases, Porto Heli, Greece, 2008, 
pp63). References to websites should be listed in a si-
milar manner, further indicating the date of the auth-
ors’ last access to the website (e.g. http://www.med-
net.gr/whonet, cited 1 September 2015). 

 
Photographs, figures, diagrams, etc. are defined 

as images (in case of photos) or graphs (in case of dra-
wings) and they are listed in the corresponding points 
of the text and numbered in Arabic numerals (Figure 
1, Figure 2, etc.). They are submitted in electronic for-
mat as individual image files (JPEG, TIFF, EPS, etc.) in 
the highest possible resolution (at least 300 dpi for 
black and white or color photos and 600 dpi for graphs 
containing drawings and letters) and not as attach-
ments to the text file of the article. Their final admission 
requires approval after technical control. When images 
do not meet the specifications, the authors will be re-
quested to resubmit them. Image captions should be 
written together on a separate page in the text. 

 
All tables are listed in the corresponding points of 

the text and numbered in continuous Arabic numerals 
(Table 1, Table 2, etc.). The tables must be typed using 
double-spacing, at the end of the manuscript, after the 
references, in the same file. Each table should fit in one 
page. All tables must be accompanied by captions, 
which are written in the upper part of the correspon-
ding page. Any clarifications are listed as references at 
the end of the table. 

As far as nomenclature and units of measurement 
are concerned, pharmaceutical substances are mentio-
ned by their chemical rather than by their brand name. 
The various units of measurement are referred to ac-
cording to the internationally acceptable standards. 
The nomenclature of bacteria can be found in: Appro-
ved lists of Bacterial names (Skerman VBD, McGowan 
V, Sneath PHA, ed. American Society for Microbiology 
(1989) and in the International Journal of Systematic 
and Evolutionary Microbiology. The nomenclature of 
viruses has to be approved by the International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses (ICTV), as referred to in 
Virus Taxonomy: Classification and nomenclature of 
viruses, Seventh report of the international Committee 
on Taxonomy of Viruses (van Regenmortel et al, ed. 
Academic Press, San Diego, Calif, 2000). 

Reviews follow the same general guidelines except 
for their structure, which should be analogous to the 
subject (i.e. the “introduction, materials and metho-
dology, results, discussion” structure is not applicable). 

 
Letters to the editors and Editorial articles con-

form to the general guidelines laid out above, apart 
from the fact that they have no abstract and no indi-
vidual sections (instead, they are submitted in a single 
paragraph). 

 
Evaluation process 
All submitted manuscripts are evaluated by at least 
one external reviewer, as well as by the Editorial 
Board. The reviewers may be members of the Editorial 
Board or other scientists who are experts on the re-
spective subject. Every effort is made so as to co-
mplete the evaluation process within a reasonable 
time (three to four weeks) from the date of its submis-
sion, regardless of whether the paper is accepted or 
rejected, or has to be modified. All correspondence 
takes place via the e-mail of the author in charge and 
therefore an active e-mail account is necessary. In case 
that the reviewers request corrections or suggest mo-
difications, the final amended version will be resub-
mitted by the author in charge, within three weeks 
from its return and accompanied by a relevant letter 
stating all modifications made in the text point by 
point, as well as the reasoned acceptance or rejection 
of the reviewers’ proposals. Following its final acce-
ptance, the manuscript is sent for printing. If they 
wish, the authors may receive printing proofs for ch-
ecking. The proofs have to be resent to the printing 
office by e-mail within three days at the most. If the 
authors wish to receive reprints, they should send a 
letter stating the number of desired copies. The rele-
vant expense is borne entirely by the authors. Exten-
sive changes cannot be performed while in the 
process of proof reading without prior permission by 
the Editorial Board. 
 
Declaration of publication permission 
After the final acceptance of the article for publication, 
the author in charge must fill in and sign the letter of 
publication and printing permission, which can be 
found on the Hellenic Society for Microbiology website 
(www.hms.org.gr). The completed form should be mailed 
(preferably by registered mail or courier) to the address: 
“Editorial Board, Journal of Hellenic Society for Microbiology, 
Ascent, 29 Michalakopoulou 11528, Athens, Greece”. It 
should be noted here that the article will be sent to the 
printer’s only after the letter of permission has been re-
ceived.
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