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Αγαπητοί συνάδελφοι, αγαπητοί φίλοι 
 
Το τριμηνιαίο περιοδικό της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας «Acta Micro-
biologica Hellenica» μετά από περισσότερα από 65 χρόνια συνεχούς παρουσίας 
στο χώρο της Ιατρικής Βιοπαθολογίας εισέρχεται σε μια νέα εποχή! 
 
Από 1/1/2024 θα φιλοξενείται υπό την αιγίδα του εκδοτικού οίκου MDPI. 
 
Σε αυτό το κρίσιμο σημείο για την συνέχιση του Περιοδικού, θα ήταν τιμή και 
χαρά μας να συνεργαστούμε με την υποβολή νέων εργασιών σας στην ανανεωμένη 
του έκδοση. 
 
Σας ευχαριστούμε όλους για την υποστήριξή σας όλα αυτά τα χρόνια! 
 
Η Συντακτική Επιτροπή 
 
 

nnnnnnnnnnnnnnnn 
 
 
Dear colleagues, dear friends 
 
The quarterly journal of the Hellenic Microbiological Society “Acta Microbiologica 
Hellenica” after more than 65 years of continuous presence in the field of Medical 
Biopathology is entering a new era! 
 
From 1/1/2024 it will be hosted under the auspices of the MDPI publishing house. 
 
At this critical point, we would be happy to consider your valuable submissions 
to the renewed edition of our Journal. 
 
Thank you all for your support over all these years! 
 
The Editorial Board 
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Α ν α σ κ ό π η σ η

Περίληψη

Το γένος Mycobacterium περιλαμβάνει είδη όπως τα μέλη του παθογόνου συμπλέγματος ειδών 
M. tuberculosis complex, έναν παγκόσμιο σημαντικό κίνδυνο για τη δημόσια υγεία, καθώς κι 
ένα συνεχώς αυξανόμενο αριθμό ειδών μη φυματιωδών μυκοβακτηριδίων, το 1/3 περίπου των 
οποίων έχουν συσχετιστεί με λοιμώξεις σημαντικής νοσηρότητας και θνητότητας. Επομένως η 
ταχεία κι ακριβής ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων είναι κρίσιμη στην αντιμετώπιση των 
λοιμώξεων αυτών. 
Η MALDI-TOF MS μεθοδολογία  έχει εισαχθεί την τελευταία δεκαετία στην εργαστηριακή πρα-
κτική για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών. Αξιοποιεί τα μοναδικά, σαν αποτυπώματα, 

Αμαλία Τζανάτου1, Δημήτριος Παπαβέντσης2, Γεωργία Βρυώνη1, Ιωσήφ Παπαπαρασκευάς1 
1Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Ιατρική Σχολή, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών 
2Εθνικό Κέντρο Αναφοράς Μυκοβακτηριδίων, Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Γενικό Νοσοκομείο Νοσημάτων 
Θώρακα «Η Σωτηρία»
DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.10203252

Εφαρμογές της φασματομετρίας μάζας MALDI-TOF στη διάγνωση των 
λοιμώξεων από μυκοβακτηρίδια



1. Εισαγωγή

Μέχρι σήμερα, περισσότερα από 180 είδη μυκοβα-
κτηριδίων έχουν περιγραφεί. Τα πλέον γνωστά είναι 
το Mycobacterium tuberculosis (Μυκοβακτηρίδιο της 
φυματίωσης) και πολύ συγγενικά του γενετικά είδη, 
μεταξύ των οποίων τα Mycobacterium bovis, Mycobac-
terium africanum, Mycobacterium microti, Mycobac-
terium bovis (στέλεχος εμβολίου BCG), τα οποία 

αναφέρονται ως σύμπλεγμα του Μυκοβακτηριδίου 
της φυματίωσης (M. tuberculosis complex, MTBC). 
Ακόμη στα γνωστά είδη που προκαλούν ανθρώπινες 
λοιμώξεις ανήκει και το Mycobacterium leprae (Μυκο-
βακτηρίδιο της λέπρας). Εκτός από τα παραπάνω, τα 
είδη των μυκοβακτηριδίων που απομένουν χαρακτη-
ρίζονται με τον όρο μη φυματιώδη μυκοβακτηρίδια 
(Non-tuberculous mycobacteria - NTM) ή συνήθως και 
με τον χαρακτηρισμό άτυπα μυκοβακτηρίδια.1 
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Λέξεις κλειδιά 
Μυκοβακτηρίδια, MALDI-TOF MS, ταυτοποίηση, προετοιμασία 
δείγματος, βάσεις δεδομένων, μελλοντικές προοπτικές 

για το κάθε είδος πρωτεϊνικά φάσματα μαζών κι επιτυγχάνει ταχεία, εύκολη, αξιόπιστη κι οικο-
νομικά αποδοτική αναγνώριση βακτηρίων, ζυμομυκήτων, και υφομυκήτων. Καθώς οι συμβατικές 
μέθοδοι ταυτοποίησης των μυκοβακτηριδίων είναι χρονοβόρες, η MALDI-TOF MS προσφέρει 
μια νέα εναλλακτική προσέγγιση που μειώνει το χρόνο μέχρι το αποτέλεσμα. 
Τα πρωτόκολλα αδρανοποίησης και προετοιμασίας του δείγματος των μυκοβακτηριδίων για 
τη MALDI-TOF MS ανάλυση των πρωτεϊνών τους έχουν περιγραφεί λεπτομερώς και χρησιμο-
ποιούνται ευρέως στα κλινικά μικροβιολογικά εργαστήρια. Παράλληλα οι μελέτες αξιολόγησης 
της MALDI-TOF MS ως μεθόδου ταυτοποίησης των μυκοβακτηριδίων έχουν διαπιστώσει υψηλή 
ευαισθησία, ειδικότητα και διεργαστηριακή αναπαραγωγιμότητα. Η συνεχής αναβάθμιση των 
βάσεων δεδομένων με την ενσωμάτωση όλο και μεγαλύτερου αριθμού προφίλ φασμάτων 
μαζών από είδη Mycobacterium, αλλά και η ανάπτυξη ισχυρότερων λογισμικών για την ανάλυση 
με τη MALDI-TOF MS, είναι βασικοί επιδιωκόμενοι στόχοι. Μέσω αυτών πιστεύεται πως θα επι-
τυγχάνεται αξιόπιστη ταυτοποίηση μεγαλύτερου αριθμού ειδών Mycobacterium, αλλά και κα-
λύτερη διάκριση μεταξύ των φυλογενετικά στενά συσχετιζόμενων ειδών, καθώς το τελευταίο 
αποτελεί και τον κύριο περιορισμό της μεθόδου. Η MALDI-TOF MS ανάλυση των επιφανειακών, 
ειδικών του κάθε είδους Mycobacterium λιπιδίων αποτελεί πεδίο έρευνας του οποίου οι εξελίξεις 
αναμένονται και υπόσχεται να συντομεύσει ακόμη περισσότερο το χρόνο ταυτοποίησης των 
μυκοβακτηριδίων, ίσως και να κατορθώσει την τυποποίησή τους. 
Οι προοπτικές που ανοίχτηκαν με την εισαγωγή της τεχνολογίας MALDI-TOF MS στη διαγνωστική 
των μυκοβακτηριδίων έχουν θεαματικό αντίκτυπο στην ταυτοποίηση κι ελπίζεται πως θα έχουν 
τον ανάλογο αντίκτυπο, τόσο στην τυποποίηση, όσο και στην ανίχνευση αντοχής στα αντιφυ-
ματικά φάρμακα.

Υπεύθυνος αλληλογραφίας 
Ιωσήφ Παπαπαρασκευάς 

Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Ιατρική Σχολή, 
Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, 

Μικράς Ασίας 75, 11527 Αθήνα, Ελλάδα 
Email: ipapapar@med.uoa.gr



Τα στελέχη που ανήκουν στην ομάδα MTBC προ-
καλούν φυματίωση, λοιμώδη νόσο που μεταδίδεται 
κυρίως αερογενώς από άτομο σε άτομο μέσω μικρών 
αιωρούμενων σωματιδίων. Η πιο συχνή μορφή της 
νόσου είναι η πνευμονική φυματίωση, ενώ εξωπνευ-
μονικές εστίες λοιμώξεως δημιουργούνται συνηθέ-
στερα με λεμφαγγειακή διασπορά ή κατ’ επέκταση 
ιστού από γειτονική βλάβη. Τέτοιες είναι η φυματιώ-
δης λεμφαδενίτιδα, πλευρίτιδα, περικαρδίτιδα, η φυ-
ματίωση του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος, του 
ουροποιητικού, του δέρματος, του περιτοναίου, των 
οστών.2 

Τα NTM είναι ευρέως διαδεδομένοι στο περιβάλλον  
σαπροφυτικοί κι ευκαιριακώς παθογόνοι μικροοργα-
νισμοί κι απομονώνονται από μια ποικιλία πηγών 
όπως το έδαφος, η σκόνη, το νερό, τα μολυσμένα 
ζώα. Στον άνθρωπο μεταδίδονται από το περιβάλλον, 
η μετάδοση από άτομο σε άτομο παρατηρείται εξαι-
ρετικά σπάνια και μπορούν να προκαλέσουν τόσο 
πνευμονική όσο και εξωπνευμονική νόσο.3 Έχουν συ-
σχετιστεί με λοιμώξεις στους ανθρώπους που εκδη-
λώνονται ως πνευμονικές λοιμώξεις, δερματικές λοι-
μώξεις, λεμφαδενίτιδες στα παιδιά, όπως και γενικευ-
μένες λοιμώξεις, ενώ εμφανίζονται στο μεγάλο ποσοστό 
τους σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς.4 Αν και συ-
νήθως τα μυκοβακτηρίδια αυτά θεωρούνται ήσσονος 
παθογένειας, προκαλώντας κυρίως ευκαιριακές λοι-
μώξεις, τα τελευταία χρόνια οι λοιμώξεις αυτές από 
τα ΝΤΜ όχι μόνο έχουν αυξηθεί, αλλά οι εντοπίσεις 
τους στον ανθρώπινο οργανισμό παρουσιάζουν συ-
νεχώς μεγαλύτερη ποικιλία. Ακόμη ανοδικά σε αριθμό 
είναι και τα περιστατικά τέτοιου είδους λοιμώξεων σε 
ανοσοεπαρκή άτομα.1 Ένα από τα χαρακτηριστικά 
και πρόσφατα παραδείγματα λοίμωξης από NTM είναι 
η αιτιολογική συσχέτιση λοιμώξεων μετά από καρ-
διοχειρουργικές επεμβάσεις με το Mycobacterium chi-
maera.  

Παρόλο που οι μυκοβακτηριδιακές λοιμώξεις αντι-
μετωπίζονται στις μέρες μας με τη χρήση της κατάλ-
ληλης αντιφυματικής αγωγής, εξακολουθούν να 
αποτελούν ένα αξιοσημείωτο πρόβλημα δημόσιας 
υγείας που προκαλεί σημαντική νοσηρότητα και θνη-
τότητα. Για να επιτευχθεί ταχεία έναρξη στοχευμένης 
θεραπείας, ώστε να βελτιωθεί η έκβαση των ασθενών 
αλλά και να προληφθεί η ανάπτυξη ανθεκτικών στα 
αντιφυματικά φάρμακα στελεχών, η ταχεία κι ακριβής 
διάγνωση των λοιμώξεων από μυκοβακτηρίδια είναι 
καθοριστική. 

2. Η μεθοδολογία MALDI -TOF MS στην ταυ-
τοποίηση των βακτηρίων 

Οι διαθέσιμες εργαστηριακές τεχνικές ταυτοποίησης 

μετά από θετική καλλιέργεια, όπως οι βιοχημικές αντι-
δράσεις, οι μοριακές τεχνικές πολλαπλασιασμού κάθε 
είδους (PCR, PCR με ανάστροφο υβριδισμό, κλπ.) 
καθώς και οι τεχνικές αλληλούχισης κάθε είδους 
(sequencing πολλαπλών γονιδίων, whole genome 
sequencing, κλπ.), παρότι παρέχουν αξιόπιστα αποτε-
λέσματα στην ταυτοποίηση των βακτηρίων εν γένει, 
μειονεκτούν για τα δεδομένα της καθημερινής ρουτί-
νας των σύγχρονων κλινικών εργαστηρίων. Έτσι οι 
βιοχημικές δοκιμασίες είναι χρονοβόρες και δεν 
εφαρμόζεται σε όλα τα είδη, η PCR είναι σχετικά 
ακριβή, ενώ όσον αφορά την αλληλούχιση απαιτεί 
εξειδικευμένο προσωπικό και αρκετές ημέρες για την 
ανάλυση των δεδομένων και αποτελεσμάτων, ενώ πα-
ράλληλα το κόστος της είναι υψηλό.5 

Τα τελευταία χρόνια έχει εισαχθεί στα μικροβιολογικά 
εργαστήρια ως ένας γρήγορος τρόπος ταυτοποίησης 
των βακτηρίων από τα καλλιεργήματά τους η ανάλυση 
με φασματομετρία μάζας του πρωτεϊνικού προφίλ 
των εξεταζόμενων κυττάρων. Το προφίλ που λαμβά-
νεται συγκρίνεται  με μια βιβλιοθήκη φασμάτων μαζών 
πρωτεϊνών που έχει δημιουργηθεί προγενέστερα με 
φασματομετρία μάζας που εφαρμόστηκε σε αναγνω-
ρισμένα στελέχη τα οποία ήταν ταυτοποιημένα με 
πρότυπες μεθόδους αναφοράς. Η φασματομετρία μά-
ζας που χρησιμοποιείται στην μικροβιολογική πρακτική 
καλείται MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser De-
sorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry). 
Θεωρείται μια σημαντική σε αξιοπιστία μέθοδος ταυ-
τοποίησης των βακτηρίων, με ένα φάσμα αναγνωρί-
σιμων ειδών ανώτερο από κάθε άλλης μεθόδου ταυ-
τοποίησης, εξαιρουμένου του Sequencing.6 Το κύριο 
πλεονέκτημα της MALDI-TOF MS είναι ο ελάχιστος 
χρόνος που απαιτείται για να ληφθεί το αποτέλεσμα 
της ταυτοποίησης αλλά και το χαμηλό κόστος της 
εξέτασης ανά δείγμα. 

3. Τεχνικά χαρακτηριστικά της μεθοδολογίας
MALDI-TOF MS 

Η MALDI-TOF MS βασίζει τη λειτουργία της σε ένα φα-
σματογράφο μάζας που αποτελείται από τρία λειτουρ-
γικά μέρη: 1) μία πηγή ιόντων, η οποία θα ιονίσει και 
θα μεταφέρει τα ιονισμένα μόρια του δείγματος στην 
αέρια φάση, 2) ένας αναλυτής μαζών που θα διαχωρί-
σει τα ιόντα ανάλογα με το πηλίκο μάζα προς φορτίο 
τους (m/z) και 3) μια συσκευή ανίχνευσης των διαχω-
ρισμένων ιονισμένων μορίων. Στη MALDI-TOF MS 
προκαλείται «ήπιος» ιονισμός, γεγονός που επιτρέπει 
τον ακέραιο ιονισμό και την εξάτμιση μεγάλων, μη 
πτητικών βιομορίων, όπως οι πρωτεΐνες. 

Η διαδικασία ξεκινά με την τοποθέτηση του δείγμα-
τος του καλλιεργημένου μικροοργανισμού σε μια με-
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ταλλική πλάκα ή πλάκα μιας χρήσης. Το δείγμα καλύ-
πτεται με ειδικό διάλυμα που ονομάζεται matrix 
(μήτρα), το οποίο κρυσταλλοποιείται μαζί με το δεί-
γμα. Μετά την κρυσταλλοποίηση του matrix και του 
μικροβιακού δείγματος, η πλάκα εισάγεται στο φα-
σματογράφο μάζας όπου δέχεται βολές σύντομων 
παλμών laser, συνηθέστερα από laser αζώτου. Το ma-
trix απορροφάει ενέργεια από το laser γεγονός που 
προκαλεί εκρόφηση των βιομορίων του δείγματος τα 
οποία στη συνέχεια εξατμίζονται κι ιονίζονται στην 
αέρια φάση. Αυτά τα ιονισμένα μόρια αρχικά  επιτα-
χύνονται διαμέσου ενός ηλεκτροστατικού πεδίου και 
στη συνέχεια  εκτινάσσονται διαμέσου ενός μεταλλι-
κού σωλήνα ο οποίος υπόκειται σε κενό αέρος, ώστε 
να τον διατρέξουν μέχρι να φτάσουν σε έναν ανι-
χνευτή. Τα μικρότερα ιόντα κινούνται γρηγορότερα 
από τα μεγαλύτερα μέσα στο σωλήνα και φθάνουν 
συνεπώς ταχύτερα στον ανιχνευτή. Ο χρόνος πτήσης 
(Time-of -Flight, TOF) που απαιτείται για να φθάσουν 
στον ανιχνευτή εξαρτάται από τη μάζα κι από το φορ-
τίο των ιόντων του βιοαναλύτη κι είναι ανάλογος της 
τετραγωνικής ρίζας του πηλίκου m/z. Επομένως τα 
ιόντα των βιομορίων που ήταν μέρος του δείγματος 
κι έχουν διαφορετικό m/z διαχωρίζονται με την παρα-
πάνω μέθοδο ανάλογα με το TOF τους και δημιουρ-
γείται έτσι ένα φάσμα μαζών το οποίο χαρακτηρίζεται 

από το m/z  στον άξονα των x και την ένταση των ιό-
ντων, που είναι ο αριθμός των ιόντων συγκεκριμένου 
m/z που «χτυπούν» στον ανιχνευτή στον άξονα των y. 
Το φάσμα μαζών λοιπόν του αναλυόμενου δείγματος 
συνθέτουν κορυφές m/z διαφόρων εντάσεων που 
αποτελούν την υπογραφή του μικροοργανισμού στο 
αναλυόμενο δείγμα, καθότι είναι μοναδικό για το 
είδος του μικροοργανισμού (Εικόνα 1). Αυτό το φάσμα 
μαζών των βιομορίων, πρωτεϊνών κατά βάση, του εξε-
ταζόμενου προς ταυτοποίηση μικροβίου συγκρίνεται 
με γνωστά φάσματα μαζών πρότυπα ταυτοποιημένων 
μικροοργανισμών τα οποία είναι ενσωματωμένα σε 
μια βάση δεδομένων του αναλυτή MALDI-TOF MS, 
ώστε αν ταιριάξει  με κάποιο σε ικανοποιητική ομολο-
γία, να γίνει κατ’ αυτόν τον τρόπο η αναγνώρισή του 
σε επίπεδο γένους και είδους. 

 
 

4. Η εφαρμογή της MALDI-TOF MS στα 
μυκοβακτηρίδια 

 
4.1 Γενικά στοιχεία 
Μια μέθοδος ταυτοποίησης σαν την MALDI-TOF MS, 
ήταν εύλογο να θεωρηθεί πως με τη χρήση της στην 
αναγνώριση των μυκοβακτηριδίων, θα προσέφερε 
νέες δυνατότητες για ταχύτερη και ακριβέστερη διά-
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γνωση των λοιμώξεων που προκαλούνται από τα ση-
μαντικά αυτά παθογόνα μικρόβια. Η διάκριση μεταξύ 
μιας λοίμωξης από μυκοβακτηρίδια του MTBC και 
μιας από NTM  είναι σημαντικό να γίνει όσο το δυνατόν 
συντομότερα και με ακρίβεια, λόγω της διαφορετικής 
αγωγής που πρέπει να λάβουν οι ασθενείς σε κάθε 
περίπτωση. Στις βασικές εργαστηριακές μεθόδους 
ταυτοποίησης μυκοβακτηριδίων από θετικό καλλιέρ-
γημα που έχουν χρησιμοποιηθεί ανήκουν οι συμβατικές 
φαινοτυπικές και βιοχημικές μέθοδοι, όπως και χρω-
ματογραφικές μέθοδοι. Η υγρή χρωματογραφία υψηλής 
πίεσης (HPLC) των μυκολικών οξέων των μυκοβακτη-
ριδίων θεωρήθηκε και μέθοδος αναφοράς. Ωστόσο, 
έχουν εγκαταλειφθεί σήμερα ως κοπιώδεις και χρο-
νοβόρες τεχνικές κι εκτελούνται μόνο σε εργαστήρια 
αναφοράς. Ακόμη η ανοσοχρωματογραφική μέθοδος 
ανίχνευσης του αντιγόνου MPT64, η οποία εφαρμόζεται 
σε θετική για μυκοβακτηρίδια καλλιέργεια τόσο από 
υγρό όσο και από στερεό υλικό μέσο, είναι τεχνική 
που προσφέρει γρήγορη διάκριση των μυκοβακτηρι-
δίων του MTBC από τα NTM, ωστόσο δεν παρέχει 
καμία επιπλέον ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους του 
εξεταζόμενου δείγματος. Από την άλλη πλευρά οι νε-
ότερες μοριακές τεχνικές με τη χρήση της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), έχουν φέρει σημαντική 
ελάττωση του απαιτούμενου χρόνου διάγνωσης. Οι 
δοκιμασίες μοριακής ανίχνευσης  βασίζονται στην 
ενίσχυση ειδικών για τα μυκοβακτηρίδια γονιδιακών 
στόχων. Ευρύτατα χρησιμοποιούμενη είναι η μοριακή 
ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων με μεθόδους ανά-
στροφου υβριδισμού, γνωστές ως Line Probe Assays. 
Εφαρμόζονται σε καλλιεργήματα, όπου κατόπιν εκ-
χύλισης του DNA των μυκοβακτηριδίων, ενισχύονται 
τμήματά του μέσω PCR με σεσημασμένους εκκινητές, 
και στη συνέχεια ακολουθεί υβριδισμός με ακίνητους, 
δεσμευμένους σε ταινίες νιτροκυτταρίνης ιχνηθέτες. 
Υπάρχουν διαθέσιμες εμπορικά διάφορες τέτοιες δο-
κιμασίες που δίνουν τη δυνατότητα ταυτοποίησης 
των MTBC όσο και αρκετών NTM μυκοβακτηριδίων. 
Σε αυτό το υπάρχον  πεδίο η τεχνολογία MALDI-TOF 
MS έρχεται να προσφέρει μια καινούρια εναλλακτική 
προσέγγιση στη διάγνωση αυτών των πάντα επίκαιρων 
λοιμώξεων. Με τα περιστατικά λοιμώξεων από ΝΤΜ 
να αυξάνονται βαθμιαία παγκοσμίως, η ταχύτερη κι 
εγκυρότερη ταυτοποίηση και ο διαχωρισμός τους 
από τα MTBC μυκοβακτηρίδια μπορεί να βελτιώσει 
την αντιμετώπιση των ασθενών εφαρμόζοντας ταχύ-
τερα την κατάλληλη για το συγκεκριμένο είδος μυκο-
βακτηριδίου φαρμακευτική αγωγή.3 

Η εφαρμογή της MALDI-TOF MS  στην ταυτοποίηση 
των μυκοβακτηριδίων έρχεται ακόμη αντιμέτωπη με 
προκλήσεις, οι οποίες προκύπτουν εξαιτίας του αργού 
ρυθμού ανάπτυξης της πλειοψηφίας των μυκοβακτη-
ριδίων, του σχετικά χαμηλότερου αριθμού ριβοσωμι-

κών πρωτεϊνών που περιέχουν σε σύγκριση με άλλα 
μικρόβια, αλλά κατά κύριο λόγο εξαιτίας του κυτταρι-
κού τους τοιχώματος το οποίο είναι παχύ, πυκνό και 
κηρώδες. Ακόμη για τη χρήση της μεθόδου απαιτείται, 
για τον ασφαλή χειρισμό τους, η αδρανοποίηση των 
δειγμάτων τα οποία είναι ύποπτα για MTBC και NTM 
μυκοβακτηρίδια, επομένως και δυνητικά υψηλώς μο-
λυσματικά.4 

 
4.2 Αδρανοποίηση των μυκοβακτηριδίων για λό-
γους βιοασφάλειας 
Ο χειρισμός κλινικών δειγμάτων που περιέχουν μυ-
κοβακτηρίδια εγείρει θέματα βιοασφάλειας. Επειδή 
δεν είναι εύκολο να αποκλείσουμε ότι στο ίδιο δείγμα 
μπορεί να συνυπάρχουν μυκοβακτηρίδια τόσο του 
MTBC όσο και NTM, η σύσταση είναι να εξασφαλίζεται 
επίπεδο Βιοασφάλειας 3 (BSL 3) όταν το προσωπικό 
κλινικών εργαστηρίων χειρίζεται δείγματα με οξεά-
ντοχα μυκοβακτηρίδια. Για να χρησιμοποιηθούν αυτά 
τα δείγματα για περαιτέρω ανάλυση με σκοπό την 
ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων, όπως στην περί-
πτωση που θα επιχειρηθεί η εφαρμογή της MALDI-
TOF MS τεχνολογίας, θα πρέπει αρχικά να αδρανοποι-
ηθούν, ώστε με ασφάλεια να μεταφερθούν στο 
χαμηλότερο επίπεδο Βιοασφάλειας 2 (BSL 2) που 
εφαρμόζεται συνήθως στους υπόλοιπους χώρους του 
εργαστηρίου. Μέθοδοι που έχουν προταθεί και χρη-
σιμοποιούνται είναι η αδρανοποίηση των μυκοβακτη-
ριδίων με θέρμανση, ή και η επώαση μιας μικρής πο-
σότητας των βακτηρίων σε διάλυμα αιθανόλης 70%. 
Θεωρούνται και οι δύο ασφαλείς τρόποι αδρανοποί-
ησης τόσο των MTBC όσο και των NTM.7 

Σε πρόσφατα δημοσιευμένη ερευνητική τους με-
λέτη οι Wang και συν. (2021) έθεσαν ως στόχο την 
αξιολόγηση της βιοασφάλειας που προσφέρουν δια-
φορετικά πρωτόκολλα για την αδρανοποίηση του M. 
tuberculosis με θέρμανση. Η ερευνά τους απέδειξε ότι 
στα στελέχη M. tuberculosis στα οποία εφαρμόστηκε 
η διαδικασία αδρανοποίησης με θέρμανση σε ένα 
θερμικό μπλοκ είτε στους 80˚C για 90 λεπτά, είτε 
στους 95˚C για 30 λεπτά, παρουσίαζαν συνεχώς τα 
υψηλότερα σκορ στην ταυτοποίησή τους με την 
MALDI-TOF MS ανάλυση (log score >2,0) με το MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics, 28359, Bremen, Germany). 
Τα αποτελέσματα της έρευνας ενίσχυσαν την παρα-
δοχή ότι η διαδικασία αδρανοποίησης αυτή που ακο-
λούθησαν ήταν αποτελεσματική στην επίτευξη καλής 
βιοασφάλειας κατά τον χειρισμό των εξεταζόμενων 
στελεχών M. tuberculosis.8 

 
4.3 Μέθοδοι προετοιμασίας του δείγματος μυκο-
βακτηριδίων για MALDI-TOF MS ανάλυση 
Έχουν περιγραφεί στη βιβλιογραφία διάφορες καινο-
τόμες μέθοδοι προεργασίας του δείγματος, οι οποίες 
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έχουν ως τελικό προϊόν το εκχύλισμα των πρωτεϊνών 
των μυκοβακτηριδίων σε ικανοποιητικά επαρκή πο-
σότητα, το οποίο και χρησιμοποιείται για ανάλυση με 
MALDI-TOF MS. Η προετοιμασία του δείγματος μυκο-
βακτηριδίων που θα αναλυθεί γίνεται χρησιμοποι-
ώντας βιομάζα από μυκοβακτηρίδια προερχόμενα 
από καλλιέργειες σε στερεά καλλιεργητικά μέσα. Είναι 
μάλιστα δυνατή και η χρήση μυκοβακτηριδιακών κυτ-
τάρων που αναπτύχθηκαν σε υγρά καλλιεργητικά 
μέσα, όπως το ευρέως χρησιμοποιούμενο σύστημα 
BD BACTEC MGIT Automated Mycobacterial Detection 
System που βασίζεται στο σωληνάριο Mycobacteria 
Growth Indicator Tube (MGIT) που επωάζεται στον 
κλίβανο BACTEC MGIT 960 System (Becton Dickinson, 
East Rutherford, NJ) και το οποίο βασίζεται στην αυ-
τόματη ανίχνευση της κατανάλωσης O2 με βάση  την 
τεχνολογία ανίχνευσης φθορισμού. Η δυνατότητα να 
εφαρμόζεται η διεργασία για την εκχύλιση των πρω-
τεϊνών από το υλικό θετικών υγρών καλλιεργειών που 
επωάστηκαν σε αυτοματοποιημένα συστήματα με 
σκοπό την επακόλουθη ανάλυση του επεξεργασμένου 
δείγματος με MALDI-TOF MS επιταχύνει σε μεγάλο 
βαθμό την ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδιακών στε-
λεχών, κι άρα τη διάγνωση.9 

Οι Alcaide και συν. (2018) έχουν κάνει μια αξιόλογη 
και περιεκτική δημοσίευση-ανασκόπησης των διαφο-
ρετικών διαθέσιμων μεθόδων επεξεργασίας των δει-
γμάτων μυκοβακτηριδίων για την επακόλουθη ανάλυσή 
τους με την MALDI-TOF MS τις οποίες χρησιμοποιούν 
τα κλινικά εργαστήρια επί του παρόντος.4 Σύμφωνα με 
αυτήν, κύριος στόχος της διαδικασίας προετοιμασίας 
του δείγματος είναι η σχάση του κυτταρικού τοιχώματος 
των μυκοβακτηριδίων χρησιμοποιώντας χημικές και 
μηχανικές μεθόδους, και στη συνέχεια η εκχύλιση των 
πρωτεϊνών χρησιμοποιώντας φορμικό οξύ και ακετο-
νιτρίλιο. Η σχάση των μυκοβακτηριδιακών κυττάρων 
επιτυγχάνεται είτε με την εφαρμογή υπερήχων στο 
δείγμα, είτε με την ανάδευση  του δείγματος μαζί με 
σφαιρίδια τα οποία εφαρμόζουν μηχανικές δυνάμεις 
στα κύτταρα, είτε με έντονη περιδίνηση του δείγματος 
παρουσία σφαιριδίων πυριτίου (Εικόνα 2). Το πρωτόκολλο 
επεξεργασίας που περιγράφουν οι συγγραφείς, ξεκινά 
με την απαλή επαναιώρηση 1 μl από τη μυκοβακτηρι-
διακή βιομάζα που λαμβάνεται από το καλλιεργητικό 
μέσο σε 300 μL απεσταγμένου νερού. Τα μυκοβακτηρίδια 
αδρανοποιούνται με θέρμανση σε ξηρό υδατόλουτρο 
στους 95˚C για 30 λεπτά και κατόπιν προστίθεται αιθα-
νόλη μέχρι τελικής συγκεντρώσεως 75%.  
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Εικόνα 2

Σχηματική απεικόνιση της 
διαδικασίας επεξεργασίας 
του δείγματος μυκοβα-
κτηριδίων για ταυτοποί-
ηση με MALDI-TOF MS. 
*Το πρωτόκολλο της θραύ-
σης του δείγματος με σφαι-
ρίδια συνεχίζει από αυτό το 
βήμα. 
**Τα σφαιρίδια 
ζιρκονίου/πυριτίου μπορούν 
να αντικατασταθούν από 
γυάλινα σφαιρίδια. 
Πηγή: Alcaide F, Amlerová 
J, Bou G, Ceyssens PJ, Coll 
P, Corcoran D, Fangous 
MS, González-Álvarez I, 
Gorton R, Greub G, Hery-
Arnaud G. How to: identify 
non-tuberculous Mycobac-
terium species using 
MALDI-TOF mass spec-
trometry. Clinical Micro-
biology and Infection. 
2018;24:599-603.



Το πρωτόκολλο υπερήχησης αποτελεί το πρώτο 
από τα τρία βασικά πρωτόκολλα που περιγράφουν οι 
Alcaide και συν. (2018). Σύμφωνα με αυτό, η διαδικα-
σία προετοιμασίας του δείγματος των μυκοβακτηρι-
δίων για την MALDI-TOF MS συνεχίζει με τη φυγοκέ-
ντρηση του δείγματος στις μέγιστες στροφές και με 
τη διεξοδική και πλήρη απομάκρυνση της αιθανόλης. 
Το βήμα της απομάκρυνσης της αιθανόλης είναι ση-
μαντικό για να ληφθούν κατόπιν υψηλής ποιότητας 
πρωτεϊνικά φάσματα μαζών. Το ίζημα με τη μορφή 
σφαιριδίου αφήνεται τότε να στεγνώσει καλά ώστε 
να εξατμιστεί κάθε ίχνος αιθανόλης. Εν συνεχεία προ-
στίθενται ακετονιτρίλιο και 0,5mm σφαιρίδια ζιρκο-
νίου/πυριτίου ή γυάλινα σφαιρίδια, και το μείγμα πε-
ριδινίζεται για 5 δευτερόλεπτα. Ακολουθεί ένα 
15λεπτο στάδιο υπερήχησης μέσα σε ένα απλό υπε-
ρηχητικό υδατόλουτρο με μια μοναδική ένταση υπε-
ρήχησης. Έπειτα προστίθεται 70% φορμικό οξύ, και 
το δοκιμαστικό σωληνάριο στο οποίο γίνεται η διαδι-
κασία προετοιμασίας του δείγματος περιδινίζεται ξανά 
για 10 δευτερόλεπτα και γίνεται μια τελευταία φυγο-
κέντρησή του για 2 λεπτά στη μέγιστη ταχύτητα. Στην 
συνέχεια, 1 μl από το υπερκείμενο, που αποτελεί το 
τελικώς λαμβανόμενο εκχύλισμα με τις μυκοβακτη-
ριδιακές πρωτε�νες, τοποθετείται σε μια θέση της με-
ταλλικής μικροπλάκας του MALDI, αφήνεται να στε-
γνώσει καλά και καλύπτεται με 1 μl matrix 
α-κυανο-4-υδρόξυ-κινναμωμικό οξύ (HCCA). Μόλις 
στεγνώσει το δείγμα είναι έτοιμο να τοποθετηθεί στον 
MALDI-TOF MS αναλυτή.10 

Το πρωτόκολλο ανάδευσης με σφαιρίδια είναι το 
δεύτερο πρωτόκολλο, όπου το δείγμα αναδεύεται με 
σφαιρίδια ώστε να επιτευχθεί καλύτερα η μηχανική 
ρήξη των μυκοβακτηριδιακών κυτταρικών τοιχωμά-
των. Στην πράξη, η αρχική διαδικασία προετοιμασίας 
του δείγματος συνεχίζεται σε αυτή την περίπτωση με 
την προσθήκη 10 μl σφαιριδίων ζιρκονίου/πυριτίου 
και τα βακτήρια αναδεύονται με αυτά για ένα λεπτό, 
χωρίς να έχει όμως αφαιρεθεί η αιθανόλη. Κατόπιν το 
υγρό εναιώρημα μεταφέρεται σε καθαρό δοκιμαστικό 
σωληνάριο και φυγοκεντρείται στις μέγιστες στροφές. 
Αφού αφαιρεθεί το υπερκείμενο πλήρως, και το ίζημα 
υπό μορφή σφαιριδίου στεγνώσει, ακολουθούνται τα 
επόμενα βήματα εκχύλισης των πρωτεϊνών. Πρώτα 
προστίθεται φορμικό οξύ κι αφήνεται να επωαστεί για 
5-10 λεπτά. Εν συνεχεία, προστίθεται και ακετονιτρί-
λιο. Το σωληνάριο περιδινίζεται για 20 δευτερόλεπτα 
κι ακολουθεί φυγοκέντρηση 2 λεπτών στη μέγιστη τα-
χύτητα. Το τελευταίο βήμα είναι κι εδώ η λήψη 1 μl 
από το υπερκείμενο και η ανάλυσή του με MALDI-TOF 
MS, αφού στεγνώσει και καλυφθεί με 1 μl από HCCA 
matrix επάνω στην μεταλλική πλάκα.11 

Τέλος, το πρωτόκολλο MycoEX προέρχεται από 
τους κατασκευαστές του MALDI Biotyper της εταιρείας 

Bruker Daltonics. Σύμφωνα με αυτό, ακολουθείται η 
αρχικά περιγραφόμενη διαδικασία με αφαίρεση της αι-
θανόλης και κατόπιν γίνεται προσθήκη ακετονιτριλίου 
και σφαιριδίων ζιρκονίου/πυριτίου, με επακόλουθη πε-
ριδίνιση διάρκειας ενός λεπτού του σωληναρίου προ-
ετοιμασίας του δείγματος. Παρομοίως με τα 
προηγούμενα πρωτόκολλα, προστίθεται φορμικό οξύ 
70%, μετά ακολουθεί περιδίνιση 10 δευτερολέπτων 
και φυγοκέντρηση 2 λεπτών στη μέγιστη ταχύτητα. Τε-
λικά 1 μl από το υπερκείμενο εκχύλισμα χρησιμοποι-
είται και σε αυτή την περίπτωση με υπερκάλυψή του 
από 1 μl HCCA matrix, αφού έχει στεγνώσει, για να γίνει 
ανάλυση με την τεχνική MALDI-TOF MS.12 

Αντίστοιχα η εταιρεία bioMérieux για το Vitek MS 
σύστημά της έχει αναφέρει παρόμοια διαδικασία προ-
ετοιμασίας δείγματος, με εναιώρηση του δείγματος 
των μυκοβακτηριδίων σε διάλυμα αιθανόλης που 
ακολουθείται από μηχανική ρήξη του κυτταρικού τοι-
χώματος χρησιμοποιώντας σφαιρίδια πυριτίου. Τα 
ακόλουθα και στην παραπάνω διαδικασία βήματα για 
την εκχύλιση των πρωτεϊνών είναι η προσθήκη φορ-
μικού οξέος  κι ακετονιτριλίου.13,14 Σημειώνεται τέλος 
ότι από τη στιγμή που το δείγμα θα αδρανοποιηθεί, οι 
χρόνοι που χρειάζονται για τις διαδικασίες της υπερή-
χησης, του χτυπήματος με τα σφαιρίδια και του πρω-
τοκόλλου MycoEX είναι αντίστοιχα 40, 45 και 30 
λεπτά.4 

 
 

5. Κριτήρια ερμηνείας για την ταυτοποίηση 
των μυκοβακτηριδίων με την MALDI-TOF MS 

 
Τα ιδιαίτερα βιολογικά χαρακτηριστικά των μυκοβα-
κτηριδίων, όπως αναφέρθηκε,  έχουν σταθεί ως με-
γάλη πρόκληση για την τεχνική MALDI-TOF MS, κάτι 
που δε θα μπορούσε να μην αποτυπωθεί και στα ερ-
μηνευτικά κριτήρια των τιμών για την ταυτοποίησή 
τους. Έτσι λοιπόν για το σύστημα MALDI Biotyper 
(Bruker Daltonics) η τιμή log (score) που είναι παρα-
δεκτή για ταυτοποίηση υψηλής αξιοπιστίας των μυκο-
βακτηριδίων έχει καθιερωθεί στο ≥1.8 αντί του ≥2.0 
που χρησιμοποιείται για τα περισσότερα βακτηρίδια, 
και η τιμή όριο (cut-off) για τη χαμηλής αξιοπιστίας 
ταυτοποίηση είναι στο ≥1.6 αντί του ≥ 1.7.15 Για το δε 
Vitek MS σύστημα της bioMérieux το κατώφλι για την 
αξιόπιστη ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους έχει καθιε-
ρωθεί στο >90% για τα μυκοβακτηρίδια, αν και τιμές 
score ανάμεσα στο 80% κι 90% γίνονται επίσης απο-
δεκτές σαν αξιόπιστες. Αποτελέσματα ταυτοποιήσεων 
ανάμεσα σε τιμές 60% κι 80% θεωρούνται ως χαμηλής 
εμπιστοσύνης και αξιοπιστίας και ίσως ανταποκρίνο-
νται μόνο σε επίπεδο γένους. Ενώ αποτελέσματα με 
τιμή score κάτω από 60% δε θεωρούνται αξιόπιστα 
για την ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων.16 
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Αρκετές μελέτες έχουν συμφωνήσει επί του παρό-
ντος ότι αυτά τα χαμηλότερα κατώφλια τιμών score 
για την ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων με τη 
MALDI-TOF MS είναι πιο κατάλληλα για αυτούς τους 
μικροοργανισμούς, καθώς παρατήρησαν με αυτά αυ-
ξημένη συχνότητα ταυτοποίησής τους, επομένως 
είναι δυνατόν να χρησιμοποιούνται αποτελεσματικά.4 
Μια αρκετά πρόσφατη δημοσίευση από τους Rodri-
guez-Temporal και συν. (2020) πρότεινε το κατώφλι 
για την υψηλής αξιοπιστίας ταυτοποίηση των μυκο-
βακτηριδίων να τεθεί στο ≥2.0 . Ωστόσο, σημειώνει 
πως το εύρος τιμών score από 1.60 έως 1.99 ήταν 
έγκυρο για σχεδόν όλα τα είδη μυκοβακτηριδίων που 
ανέλυσαν οι ερευνητές, με εξαίρεση τα Mycobac-
terium angelicum, Mycobacterium parascrofulaceum, 
Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium porcinum 
και Μycobacterium gastri, τα οποία απαιτούσαν υψη-
λότερες τιμές score ≥2.0.17 

Έτσι λοιπόν γίνεται κατανοητό πως δεν έχει ομό-
φωνα οριστεί ένα παγκοσμίως αποδεκτό κατώφλι 
τιμών που να ακολουθείται ανεξαιρέτως για την ερμη-
νεία της ταυτοποίησης των διαφόρων ειδών των μυ-
κοβακτηριδίων με την MALDI-TOF MS. Αναμφίβολα, 
και άλλες τρέχουσες και μελλοντικές μελέτες θα βοη-
θήσουν στο να εκτιμηθούν καλύτερα τα κριτήρια ερ-
μηνείας των τιμών score που λαμβάνoνται σαν 
αποτελέσματα της MALDI-TOF MS ανάλυσης σε στε-
λέχη μυκοβακτηριδίων. Με τον τρόπο αυτό θα επιτυγ-
χάνεται η ακριβέστερη δυνατή ταυτοποίηση των 
μυκοβακτηριδιακών ειδών χρησιμοποιώντας  κοινά 
κριτήρια ερμηνείας των τιμών score σε όλα τα κλινικά 
εργαστήρια. 

6. Βάσεις δεδομένων φασμάτων μαζών
μυκοβακτηριδιακών ειδών 

Το θεμέλιο στο οποίο στηρίζεται η ταυτοποίηση των 
μυκοβακτηριδίων  με την διαδικασία MALDI-TOF MS 
είναι οι βάσεις δεδομένων (databases) που αποτελούν 
βιβλιοθήκες αποθήκευσης φασμάτων αναφοράς που 
ανήκουν σε γνωστά είδη. Η διαδικασία μέσω της 
οποίας θα γίνει η αναγνώριση του είδους μυκοβακτη-
ριδίου του εξεταζόμενου δείγματος, περιλαμβάνει τη 
σύγκριση του φάσματος που θα αποκτηθεί μέσω της 
ανάλυσής του με τα διαθέσιμα φάσματα μυκοβακτη-
ριδιακών ειδών της χρησιμοποιούμενης βάσης δεδο-
μένων. Η σύγκριση αυτή επιτυγχάνεται με τη χρήση 
αλγορίθμου που εφαρμόζεται από το λογισμικό που 
βρίσκεται ενσωματωμένο στον αναλυτή MALDI-TOF 
MS. Είναι κατανοητό ότι όσο μεγαλύτερη σε εύρος 
είναι η εκπροσώπηση καλά αναγνωρισμένων φασμά-
των μυκοβακτηριδιακών ειδών κλινικού ενδιαφέρο-
ντος στη βάση δεδομένων που χρησιμοποιείται, τόσο 

πιθανότερη είναι η αξιόπιστη ταυτοποίηση μεγαλύτε-
ρου αριθμού των εξεταζόμενων μυκοβακτηριδιακών 
στελεχών. 

Οι κατασκευαστές των πιο διαδεδομένων συστη-
μάτων MALDI-TOF MS φροντίζουν ώστε να επεκτείνο-
νται συνεχώς οι βάσεις δεδομένων με καινούρια 
προφίλ φασμάτων αναφοράς, με σκοπό να καλύψουν 
τα είδη μικροοργανισμών με κλινική σημασία. Η προ-
οδευτικά αυξανόμενη ποικιλία των πρότυπων φασμά-
των μικροοργανισμών στις βάσεις δεδομένων έχει 
επιφέρει τα τελευταία χρόνια αύξηση του αριθμού 
των ταυτοποιήσεων στελεχών από κλινικά δείγματα 
σε επίπεδο είδους, ή έστω γένους, όπως διαπιστώνε-
ται στη ρουτίνα των κλινικών εργαστηρίων που δια-
θέτουν αναλυτή MALDI-TOF MS.9 

Αυτός ο προοδευτικά αυξανόμενος με το πέρασμα 
του χρόνου αριθμός φασμάτων αναφοράς, αντικατο-
πτρίστηκε και στις εμπορικά διαθέσιμες βάσεις δεδο-
μένων των μυκοβακτηριδιακών φασμάτων. Στην 
πλατφόρμα της Bruker Daltonics η έκδοση 3.0 της 
βάσης δεδομένων (Mycobacteria db v3.0) περιελάμ-
βανε 853 προφίλ πρωτεϊνικών φασμάτων από 149 
διαφορετικά είδη μυκοβακτηριδίων το έτος 2015. Η 
έκδοση Mycobacteria Library v 5.0 που βγήκε διαθέ-
σιμη στην αγορά το 2017 αντιπροσωπεύει μια σημα-
ντική βελτίωση με ένα σύνολο 912 προφίλ φασμάτων 
προερχόμενων από 164 είδη μυκοβακτηριδίων. Η τε-
λευταία βάση δεδομένων της Bruker Daltonics για το 
MALDI Biotyper είναι η Mycobacteria db v6.0,  διαθέ-
σιμη από το 2019, με συνολικά 1.038 φάσματα από 
178 διαφορετικά είδη μυκοβακτηριδίων.1,4 

7. Περιορισμοί της MALDI-TOF MS στην ταυ-
τοποίηση των μυκοβακτηριδίων 

Οι περιορισμοί που ακόμη απαντώνται είναι η αδυ-
ναμία της MALDI-TOF MS τεχνολογίας να διακρίνει 
αποτελεσματικά βάσει των πρωτεϊνικών φασμάτων 
τους, είδη μυκοβακτηριδίων τα οποία έχουν πολύ 
στενή φυλογενετική συσχέτιση μεταξύ τους. Υπάρ-
χουν στο γένος των μυκοβακτηριδίων ομάδες ειδών 
που παρουσιάζουν υψηλή γενετική ομοιότητα. Το γε-
γονός αυτό αντικατοπτρίζεται και στα παραγόμενα 
από αυτά τα είδη φάσματα όταν αναλύονται με την 
MALDI-TOF MS. Τα φάσματα αυτά για τις αναλυτικές 
ικανότητες της μεθόδου θεωρούνται πανομοιότυπα. 
Επομένως κάτι τέτοιο δεν επιτρέπει την ορθή ταυτο-
ποίηση σε επίπεδο είδους. 

Τα είδη τα οποία κατατάσσονται στο MTBC περι-
λαμβάνουν τα M. tuberculosis, M. africanum, και τα 
σχετιζόμενα με ζώα M. bovis, M. caprae, M. microti, M. 
pinnipedii και το M. canettii. Τα είδη αυτά του MTBC 
επιδεικνύουν πολύ υψηλό επίπεδο ομοιότητας. Έχει 
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βρεθεί με Sequencing ότι τα είδη αυτά μοιράζονται 
κατά 99% ίδιες αλληλουχίες στο γονιδίωμά τους. Η 
ταυτοποίηση αυτών των ειδών με την τεχνική της 
MALDI-TOF MS γίνεται ως μέλη του MTBC με υψηλή 
ευαισθησία κι ειδικότητα,19,20 ενώ πιο ακριβής ταυτο-
ποίησή τους στο επίπεδο του είδους δεν είναι για την 
ώρα εφικτή.21 

Όσον αφορά τα ΝΤΜ, στενά σχετιζόμενα γενετικά 
είδη τα οποία επίσης αδυνατεί να διαφοροποιήσει με-
ταξύ τους η MALDI-TOF MS τεχνική είναι τα είδη που 
απαρτίζουν το σύμπλεγμα του Mycobacterium absces-
sus complex (MABS). Μέλη του MABS είναι τα M. ab-
scessus subspecies abscessus, M. abscessus subspecies 
bolletii και M. abscessus subspecies massiliense. Άλλο 
παράδειγμα είναι τα NTM μυκοβακτηρίδια M. setense, 
M. peregrinum και M. porcinum τα οποία δεν μπορεί να 
διακριθούν στην ταυτοποίησή τους αξιόπιστα το ένα 
από το άλλο, και λαμβάνεται με την MALDI-TOF MS 
λανθασμένη ταυτοποίηση ανάμεσα σε αυτά τα είδη. 
Γι’ αυτό το αποτέλεσμα, και σε αυτήν την περίπτωση 
ευθύνεται η στενή φυλογενετική συσχέτιση των συ-
γκεκριμένων ειδών τα οποία κι ομαδοποιούνται στο 
σύμπλεγμα Mycobacterium fortuitum complex. Άλλες 
περιπτώσεις που δηλώνουν την υψηλή γενετική ομοι-
ότητα κάποιων ειδών NTM, η οποία και καθιστά ακόμη 
δυσχερή την ορθή ταυτοποίησή τους με την MALDI-
TOF MS, είναι το M. scrofulaceum στενά σχετιζόμενο 
με το M. parascrofulaceum καθώς και το M. kansasii 
που κι αυτό μπορεί να ταυτοποιηθεί λανθασμένα όταν 
αναλυθεί με την MALDI-TOF MS ως M. gastri λόγω της 
ισχυρής τους φυλογενετικής συσχέτισης.17 

Στο Mycobacterium avium complex (MAC) περιλαμ-
βάνονται τα M. avium, M. intracellulare και M. chimaera. 
Είναι κι αυτά είδη NTM μυκοβακτηριδίων που εξαιτίας 
του υψηλού βαθμού γενετικής ομοιότητας που πα-
ρουσιάζουν παράγουν παρόμοια φάσματα που δυ-
σχεραίνουν το διαχωρισμό τους με την MALDI-TOF 
MS ανάλυσης.22 Αποτελούν λοιπόν, όπως και τα πα-
ραπάνω που αναφέρθηκαν, αλλά και όλα τα φυλογε-
νετικώς στενά σχετιζόμενα μεταξύ τους μυκοβακτη-
ριδιακά είδη, πεδίο έντονης ερευνητικής πρόκλησης, 
ώστε να κατορθωθεί με MALDI-TOF MS η ορθή κι αξιό-
πιστη ταυτοποίησή τους στο επίπεδο του είδους ή και 
υποείδους τους. Το M. chimaera, μέλος του MAC, έχει 
προξενήσει παγκόσμια ανησυχία για τη δημόσια υγεία, 
εξαιτίας των σοβαρών λοιμώξεων που διαπιστώθηκε 
ότι μπορεί να προκαλέσει, μετά από μια παρατεταμένη 
επιδημία λοιμώξεων με τον μικροοργανισμό αυτό οι 
οποίες εμφανίζονταν κατόπιν επεμβάσεων ανοικτής 
καρδιάς.23 Οι λοιμώξεις από το M. chimaera χαρακτη-
ρίζονται από μια μεγάλη λανθάνουσα περίοδο μετά 
την καρδιοχειρουργική επέμβαση  που φτάνει τα 1,5 
έως 3,6 έτη. Οι κλινικές εκδηλώσεις της λοίμωξης πε-
ριλαμβάνουν ενδοκαρδίτιδα, ηπατίτιδα, νεφρίτιδα, 

εγκεφαλίτιδα και χοριοαμφιβληστροειδίτιδα. Το συ-
γκεκριμένο μυκοβακτηρίδιο ανιχνεύθηκε μέσω καλ-
λιεργειών που πάρθηκαν από τα κυκλώματα νερού 
των μονάδων θέρμανσης/ψύξης  των συσκευών που 
χρησιμοποιούνται στο δίκτυο της εξωσωματικής κυ-
κλοφορίας  για τη μηχανική υποστήριξη του κυκλο-
φορικού και του αναπνευστικού συστήματος κατά τη 
διάρκεια των καρδιοχειρουργικών επεμβάσεων. Έτσι 
οι μολυσμένες με το M. chimaera αυτές συσκευές θε-
ωρήθηκαν ο αιτιολογικός παράγοντας που προξένησε 
το παγκόσμιο αυτό κύμα επιδημίας, με περισσότερα 
από 100 περιστατικά παγκοσμίως.24 

Κι είναι τόσο η ανησυχία για το M. chimaera, όσο και 
οι όλο και συχνότερες σοβαρές λοιμώξεις από NTM 
κυρίως σε ανοσοκατεσταλμένους αλλά και σε ανοσο-
επαρκείς, που ώθησε την Αμερικανική Εταιρεία Θώ-
ρακος και την Εταιρεία Λοιμωδών Νοσημάτων της 
Αμερικής (ATS/IDSA) αλλά και τη Βρετανική Εταιρεία 
Θώρακος να προβούν σε σύσταση να παρέχεται ανα-
φορά της ταυτοποίησης των ΝΤΜ που απομονώνο-
νται από κλινικά δείγματα ασθενών σε επίπεδο είδους, 
ώστε να μπορεί να τεκμηριωθεί η κλινική σημασία 
τους στη διάγνωση λοίμωξης.4,71,72 

Η ανάλυση με την MALDI-TOF MS των μυκοβακτη-
ριδιακών πρωτεϊνικών φασμάτων δεν μπορεί να δια-
κρίνει μεταξύ του φάσματος που παράγει το M. 
chimaera και του φάσματος του M. intracellulare, με 
αποτέλεσμα και τα δύο αυτά διαφορετικά είδη να 
αναγνωρίζονται ως ομάδα M. intracellulare/M. 
chimaera.17 Πρόσφατες προσπάθειες ωστόσο να βελ-
τιωθούν οι δυνατότητες διάκρισης των πρωτεϊνικών 
φασμάτων των στενά συσχετιζόμενων γενετικά μυ-
κοβακτηριδιακών ειδών, επικεντρώθηκαν στην ανά-
πτυξη και χρήση ισχυρότερων λογισμικών. Τα λογισμικά 
αυτά αναλύουν τα προφίλ των φασμάτων ανιχνεύοντας 
επιπλέον  χαρακτηριστικές και ειδικές για το κάθε ξε-
χωριστό είδος μυκοβακτηριδίου κορυφές, με σκοπό 
να καταφέρουν να διαφοροποιούν μεταξύ τους φά-
σματα μαζών πολύ στενά συσχετιζόμενων μυκοβα-
κτηριδιακών ειδών. Στην περίπτωση των M. intracellulare 
και M. chimaera η MALDI-TOF MS ανάλυση για την 
αναγνώριση διακριτών κορυφών φασμάτων ειδικών 
για το M. intracellulare και κορυφών ειδικών για το M. 
chimaera κατόρθωσε να πετύχει τη διαφοροποίηση 
στην ταυτοποίηση μεταξύ των δύο αυτών ειδών. Σε 
πρόσφατη δημοσίευση των Pranada και συν. (2017) 
αναφέρεται ότι ένα νέο λογισμικό με ισχυρότερο αλ-
γόριθμο, ο οποίος ανιχνεύει την παρουσία ειδικών 
για το είδος κορυφών των πρωτεϊνικών φασμάτων, 
ονομαζόμενο “the subtyping module” του MALDI Bio-
typer, έχει αναπτυχθεί και προσφέρει τη δυνατότητα 
της  αυτόματης διάκρισης μεταξύ των ειδών M. intra-
cellulare και M. chimaera.27 Ακόμη βέβαια αυτή η νέα 
εφαρμογή δεν είναι διαθέσιμη σε όλα τα κλινικά μι-
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κροβιολογικά εργαστήρια που χρησιμοποιούν την 
MALDI-TOF MS τεχνολογία, ενώ για την ώρα δεν έχουν 
γίνει αρκετές μελέτες αξιολόγησής της.28 

8. MALDI-TOF MS ανάλυση του λιπιδικού
προφίλ των μυκοβακτηριδίων 

Ένα πεδίο που τελευταία έχει αρχίσει να εξερευνάται 
κι εκφράζονται μεγάλες προσδοκίες ότι μπορεί να έχει 
τη δύναμη να ξεκλειδώσει νέες δυνατότητες στη δια-
γνωστική των μυκοβακτηριδίων είναι η μελέτη του 
λιπιδικού προφίλ φασμάτων μαζών για την ταυτοποί-
ηση των μυκοβακτηριδίων με την τεχνική MALDI-TOF 
MS. Κι αυτό εξαιτίας της μεγάλης αφθονίας λιπιδίων 
από τα οποία συντίθεται το κυτταρικό τους τοίχωμα. 
Αρκετές είναι οι ερευνητικές ομάδες που εργάζονται 
με κατεύθυνση να αποδείξουν πως η MALDI-TOF MS 
που προσεγγίζει τα λιπίδια ως αποτυπώματα των μι-
κροοργανισμών, μπορεί να αποτελέσει τη μεγάλη ανα-
τροπή στην ταχεία ταυτοποίηση των μυκοβακτηρι-
διακών ειδών, ακόμη κι αυτών που είναι φυλογενετικά 
στενά συνδεδεμένα μεταξύ τους, αλλά και να συντε-
λέσει στον καθορισμό της ευαισθησίας ή αντοχής τους 
στα αντιφυματικά φάρμακα. Η συμβατική MALDI-TOF 
MS  με βάσει τα πρωτεϊνικά φάσματα μαζών των μυ-
κοβακτηριδίων έχει τα μειονεκτήματα ότι απαιτεί 
εκτενή πρωτόκολλα προετοιμασίας του δείγματος, 
ενώ δεν μπορεί να διακρίνει μεταξύ τους και να ταυ-
τοποιήσει σωστά κάποια είδη ή υποείδη που βρίσκο-
νται στο ίδιο γένος ή σύμπλεγμα, όπως για παράδειγμα 
στο MTBC. 

Στα μυκοβακτηρίδια έχουν αναγνωριστεί και περι-
γραφεί αρκετά λιπίδια ειδικά για το κάθε είδος. Τα μυ-
κολικά οξέα είναι μοναδικά μακριάς αλυσίδας λιπαρά 
οξέα τα οποία επιδεικνύουν υψηλή δομική ποικιλο-
μορφία με διαφοροποιήσεις στο μήκος της αλυσίδας 
τους, στο επίπεδο της ακορεστότητας και της ύπαρξης 
χημικών ομάδων όπως οι κετόνες και τα μεθοξύλια. 
Αυτό το υψηλό επίπεδο ποικιλότητας εφοδιάζει τα μυ-
κολικά οξέα με χαρακτηριστικά ειδικά του είδους του 
μυκοβακτηριδίου κι επομένως τα καθιστά ικανά να 
χρησιμοποιηθούν ως στόχοι προς ανάλυση με την 
MALDI-TOF MS τεχνική για ταυτοποίηση σε επίπεδο 
είδους.29,30,31 Εκτός από τα μυκολικά οξέα κι άλλα λιπί-
δια έχει διαπιστωθεί ότι είναι ειδικά για συγκεκριμένα 
είδη μυκοβακτηριδίων. Για παράδειγμα τα σουλφο-
γλυκολιπίδια 1 (SL-1) και οι πολυακυλοτρεχαλόζες 
(PATs) απαντώνται αποκλειστικά στο MTBC, ενώ άλλα 
λιπίδια όπως τα γλυκοπεπτιδολιπίδια της C-μυκοσίδης 
(GPLs) και οι πολυφυλλικές τρεχαλόζες (TPPs)   παρου-
σιάζονται μόνο στα NTM.32,33 

Μια πρωτοποριακή μέθοδος αναπτύχθηκε πρό-
σφατα από τους Larrouy-Maumus και Puzo (2015) η 

οποία περιγράφει ως δυνατή την άμεση ανάλυση με 
MALDI-TOF MS των λιπιδίων σε άθικτα μικροβιακά 
κύτταρα. Το μεγάλο πλεονέκτημα της μεθόδου είναι 
πως πρόκειται για μια προσέγγιση που περιλαμβάνει 
μια γρήγορη κι απλή προετοιμασία του μικροβιακού 
δείγματος. Κατ’ αυτήν δε χρειάζεται καμία χημική κα-
τεργασία ούτε εκχύλιση του δείγματος πριν να εισαχθεί 
στο μηχάνημα της MALDI-TOF MS ανάλυσης. Η διαδι-
κασία που ακολούθησαν περιγράφει αρχικά την αδρα-
νοποίηση με θέρμανση των μυκοβακτηριδίων. 
Κατόπιν οι μικροοργανισμοί ξεπλένονται 3 φορές με 
διπλά απεσταγμένο νερό και τοποθετούνται στη με-
ταλλική πλάκα του αναλυτή MALDI-TOF MS, καλυπτό-
μενοι από ένα ειδικό matrix. Το ειδικό αυτό matrix 
αποτελείται από ένα μίγμα 9:1 διυδροξυβενζοϊκού 
οξέος και 2-υδρόξυ-5-μεθοξυβενζοικού οξέος (super-
DHB) διαλυμένο σε έναν μη πολικό διαλύτη.34,35 Το 
super-DHB matrix επιλέχθηκε λόγω της ικανότητάς του 
να επιτρέπει την αποδοτική ανάλυση των λιπιδίων και 
των φωσφολιπιδίων με την τεχνική MALDI-TOF MS.36 

Αντιπροσωπευτική κι αξιόλογη μελέτη της προσπά-
θειας που γίνεται να αξιοποιηθούν τα ειδικά για κάθε 
είδος μυκοβακτηριδίων εκφραζόμενα στην επιφάνειά 
τους λιπίδια ανιχνεύοντάς τα με την MALDI-TOF MS 
τεχνική, είναι αυτή των Gonzalo και συν. (2021). Στη 
μελέτη τους αξιολόγησαν την μεθοδολογία που είχε 
περιγραφεί από τους Larrouy-Maumus και Puzo, εφαρ-
μόζοντας ανάλυση των λιπιδίων από ακέραια και 
αδρανοποιημένα με θέρμανση μυκοβακτηρίδια χρη-
σιμοποιώντας την MALDI-TOF MS. Το δείγμα που χρη-
σιμοποίησαν ήταν 273 μυκοβακτηριδιακά στελέχη 
που προέρχονταν τόσο από το MTBC, όσο και από τα 
NTM. Το ειδικό matrix που χρησιμοποίησαν ήταν το 
super-DHB matrix διαλυμένο σε 9:1 χλωροφόρμιο και 
μεθανόλη, ενώ η καταγραφή των φασμάτων μαζών 
των λιπιδίων έγινε με τη λειτουργία ανίχνευσης θετι-
κών ιόντων όσο και με την αρνητικών ιόντων σε ανα-
λυτή MALDI-TOF MS. Σκοπός της μελέτης ήταν να κα-
θιερωθεί μια μεθοδολογία ώστε να διακρίνονται τα 
MTBC στελέχη από τα NTM και να ταυτοποιούνται τα 
NTM στελέχη. Όλα αυτά χρησιμοποιώντας τη βασι-
ζόμενη σε λιπίδια ειδικά του είδους των μυκοβακτη-
ριδίων  MALDI-TOF MS ανάλυση σε ακέραια μυκοβα-
κτηρίδια. Τα MTBC στελέχη της μελέτης υποβλήθηκαν 
σε Whole-Genome Sequencing (WGS) ως μέθοδο ανα-
φοράς για την ταυτοποίησή τους, ενώ τα ΝΤΜ που 
περιλήφθηκαν ήταν στελέχη αναφοράς, προερχόμενα 
από το δίκτυο εργαστηρίων αναφοράς του European 
Center for Disease Prevention and Control (ECDC). Τα 
δείγματα αναλύθηκαν στη λειτουργία ανίχνευσης θε-
τικών και αρνητικών ιόντων, η επεξεργασία των φα-
σμάτων μαζών των λιπιδίων έγινε με το λογισμικό του 
αναλυτή, ενώ η αναγνώριση ως MTBC ή NTM έγινε 
τυφλά, μετά από οπτική ερμηνεία των φασμάτων μα-
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ζών από τους ερευνητές, ακολουθώντας κριτήρια προ-
ηγούμενων δημοσιεύσεων.34 Η ταυτοποίηση ενός στε-
λέχους ως στελέχους του MTBC έγινε με την αναγνώ-
ριση των ειδικών γι΄ αυτό SL-1, με καλύτερη απόδοση 
στη λειτουργία ανίχνευσης αρνητικών ιόντων. Για την 
ομάδα των NTM στελεχών η ταυτοποίηση κατορθώ-
θηκε καλύτερα στη λειτουργία ανίχνευσης θετικών ιό-
ντων. Οι ερευνητές διαπίστωσαν πως ο ιονισμός των 
ειδικών λιπιδίων για κάθε NTM είδος επέφερε παρα-
γωγή φασμάτων μαζών των λιπιδίων αυτών, τα οποία 
ήταν μοναδικά και καλά διακριτά μεταξύ τους, επιτρέ-
ποντας την ξεκάθαρη διάκριση και ταυτοποίηση των 
NTM στελεχών που αναλύθηκαν στη μελέτη. Στα συ-
μπεράσματα της μελέτης τους οι ερευνητές σημει-
ώνουν ότι η εν λόγω μέθοδος είναι γρήγορη, καθώς 
ολοκληρώνεται σε περίπου 10 λεπτά, και χρειάζεται 
σε αριθμό λιγότερα από 1.000 μυκοβακτηρίδια, γεγο-
νός που την κάνει αρκετά ευαίσθητη κι εξαιρετικά 
χρήσιμη στο κλινικό εργαστήριο. Ακόμη, αυτή η μέ-
θοδος πέτυχε στη μελέτη ακριβή ταυτοποίηση με 
96.7% ευαισθησία και 91.7% ειδικότητα για τα στελέχη  
εκείνα τα οποία παρήγαγαν αναγνωρίσιμο φάσμα μα-
ζών λιπιδίων. Τέτοια ποσοστά είναι ιδιαιτέρως ενθαρ-
ρυντικά, καθιστώντας την MALDI-TOF MS τεχνική με 
τη χρήση των λιπιδίων έναν καινούριο ευκολότερο, 
ταχύτερο κι αξιόπιστο τρόπο ταυτοποίησης των μυ-
κοβακτηριδίων.37 

Η ανάγκη για επιπλέον μελέτες είναι μεγάλη, καθώς 
επιβάλλεται σε αυτή τη φάση η ανάπτυξη εργαλείων 
βιοπληροφορικής για την ανάλυση των φασμάτων 
μαζών των λιπιδίων των μικροβίων που λαμβάνονται 
με την MALDI-TOF MS ανάλυση. Βάσεις δεδομένων 
με προφίλ φασμάτων μαζών λιπιδίων από γνωστά, με 
πρότυπη μέθοδο ταυτοποιημένα, μυκοβακτηριδιακά 
είδη θα πρέπει να δημιουργηθούν, που να είναι συ-
γκρίσιμες σε μέγεθος με τις υπάρχουσες των πρωτεϊ-
νικών προφίλ φασμάτων μαζών, ώστε να επιτυγχάνε-
ται πιο ακριβής και πιο αξιόπιστη ταυτοποίηση των 
υπό ανάλυση δειγμάτων μυκοβακτηριδίων.38 Με πλού-
σιες κι ισχυρές βάσεις δεδομένων και με τελευταίας 
τεχνολογίας λογισμικά για την ανάλυση των λιπιδικών 
φασμάτων μαζών και τη σύγκρισή τους με εκείνα που 
υπάρχουν στη βάση δεδομένων του αναλυτή, θα εί-
μαστε σε θέση να ταυτοποιούμε τα μυκοβακτηριακά 
είδη ταχέως και λεπτομερώς με την MALDI-TOF MS 
τεχνική που στηρίζεται στα λιπίδιά τους.37 

9. MALDI-TOF MS και τυποποίηση των μυκο-
βακτηριδίων 

Η προσοχή των ερευνητών έχει στραφεί σε μεγάλο 
βαθμό προς την κατεύθυνση της αναγνώρισης, με την 
τεχνική MALDI-TOF MS, μυκοβακτηριδίων που σχετί-

ζονται πολύ στενά γενετικά μεταξύ τους κι αποτελούν 
υποείδη ή διαφορετικά στελέχη ιδίου είδους. Τέτοια 
παραδείγματος χάρη είναι το MTBC και το MABS. Η 
παραπάνω αναγνώριση, όπως έχουμε αναφέρει, δεν 
είναι εφικτή μέχρι τώρα, αν βασιστούμε μόνο στην 
ανάλυση των πρωτεϊνικών φασμάτων μαζών που 
προέρχονται από τα μυκοβακτηριδιακά είδη και υπο-
είδη. Η τυποποίηση σε επίπεδο υποείδους ή στελέ-
χους είναι χρήσιμη, όχι μόνο γιατί παρέχει την 
ακριβέστερη διάγνωση του παθογόνου μυκοβακτη-
ριδίου που προκαλεί τη λοίμωξη, αλλά και γιατί μπο-
ρεί να καθοδηγήσει σε μερικές περιπτώσεις  εγκαίρως 
την αντιβιοτική αγωγή προς την καλύτερη επιλογή, 
συνεπώς να πετύχει καλύτερη έκβαση της θεραπείας. 
Το τελευταίο υπογραμμίζεται εντόνως στην περί-
πτωση των υποειδών μυκοβακτηριδίων που ανήκουν 
στο MABS, η διαφοροδιάγνωση μεταξύ των οποίων 
είναι σημαντική, καθώς έχουν διαφορετική ευαισθη-
σία στις μακρολίδες. Κι είναι αυτά τα μέλη του MABS 
που διάλεξαν οι Jia Khor και συν (2021) ώστε να επι-
χειρήσουν να τα ξεχωρίσουν, διαφοροποιώντας τα σε 
επίπεδο υποείδους, με τη χρήση της MALDI-TOF MS 
ανάλυσης των λιπιδίων τους.5 Τα μυκοβακτηρίδια του 
MABS κατηγοριοποιούνται σε τρία υποείδη, τα οποία 
είναι το M. abscessus subsp. abscessus, το M. abscessus 
subsp. bolletii και το M. abscessus subsp. massiliense. 
Από αυτά, το M. abscessus subsp. massiliense είναι 
ευαίσθητο στις μακρολίδες, ενώ τα M. abscessus 
subsp. abscessus και M. abscessus subsp. bolletii εμφα-
νίζουν συχνά αντοχή σε αυτές. Έτσι η γρήγορη κι αξιό-
πιστη αναγνώριση των υποειδών αυτών θα ήταν 
καθοριστικής σημασίας για την κλινική πράξη. Οι 
ερευνητές στην παραπάνω μελέτη, χρησιμοποίησαν 
εννιά στελέχη αναφοράς μυκοβακτηριδιακών υποει-
δών του MABS, των οποίων τα λιπίδια επιφάνειάς τους 
ανέλυσαν με την MALDI-TOF MS τεχνική, όπως είχε πε-
ριγραφεί κι από τους Gonzalo και συν.37 Το διαφορε-
τικό που έκαναν είναι πως χρησιμοποίησαν αιθανόλη 
ως διαλύτη του super-DHB matrix αντί για χλωροφόρ-
μιο και μεθανόλη, οι οποίοι είναι ιδιαίτερα τοξικοί ορ-
γανικοί διαλύτες. Κάνοντας πολλαπλές δοκιμές στην 
ερευνά τους, βρήκαν ότι ο συνδυασμός του super-
DHB matrix σε 25% αιθανόλη, η οποία είναι ένας ορ-
γανικός διαλύτης που υπάρχει σε όλα τα κλινικά 
μικροβιολογικά εργαστήρια, με ένα εναιώρημα 2.0 
της κλίμακας Mc Farland από άθικτα μυκοβακτηρίδια 
αδρανοποιημένα με θέρμανση στους 95˚C για 30 
λεπτά, παρείχε κατόπιν MALDI-TOF MS ανάλυσης τα 
καλύτερης ποιότητας λιπιδικά φάσματα μαζών των 
εξεταζόμενων στελεχών της μελέτης. Βελτιστοποί-
ησαν έτσι από τη μια πλευρά την ποσότητα της μυκο-
βακτηριδιακής βιομάζας που τοποθετείται στη 
μεταλλική πλάκα της MALDI-TOF MS. Ενώ από την 
άλλη ανακάλυψαν την καλύτερη συγκέντρωση της αι-
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θανόλης στην οποία πρέπει να διαλυτοποιείται το 
super-DHB matrix ώστε να είναι αποτελεσματική η 
πάνω στην πλάκα εκχύλιση των επιφανειακών μυκο-
βακτηριδιακών λιπιδίων και η κρυσταλλοποίηση του 
δείγματος με το matrix. Εν συνεχεία ανέλυσαν τα δεί-
γματα των γνωστών πρότυπων στελεχών υποειδών 
του MABS που είχαν προέλθει από  το Εθνικό Κέντρο 
Αναφοράς (National Mycobacterium Reference-
NMRS-South, United Kingdom) σε αναλυτή MALDI 
Biotyper Sirius της Bruker Daltonics στη λειτουργία 
ανίχνευσης θετικών ιόντων. Τα προφίλ φασμάτων 
μαζών λιπιδίων που έλαβαν ήταν υψηλής ποιότητας 
κι ευκρίνειας, σε βαθμό που επέτρεψαν να διακριθούν 
μεταξύ τους τα τρία υποείδη. Συγκεκριμένα, υπήρχαν 
εύκολα αναγνωρίσιμες διαφορές στις κορυφές των λι-
πιδιακών φασμάτων μαζών των τριών υποειδών μυ-
κοβακτηριδίων του MABS. Όπως σημειώνουν οι 
ερευνητές, τα δεδομένα της μελέτης τους, παρόλο 
που αυτή συμπεριέλαβε μικρό αριθμό στελεχών 
(μόλις εννέα), υποδηλώνουν πως η MALDI-TOF MS 
ανάλυση των ειδικών μυκοβακτηριδιακών λιπιδίων 
κατέχει τη δυναμική να διακρίνει τα υποείδη μέσα στο 
σύμπλεγμα MABS.5 

Το βέβαιο είναι πως κατόπιν αυτών των αποτελε-
σμάτων ανοίγει ο δρόμος για περισσότερες μελέτες 
της καινούριας αυτής προσέγγισης ταυτοποίησης των 
ειδών αλλά και των υποειδών μυκοβακτηριδίων. Αυτό 
δείχνει πως ενδεχομένως έχει γίνει ένα μεγάλο βήμα 
προς την επίτευξη μιας εξαιρετικά ταχείας αλλά κι 
αξιόπιστης μεθόδου βακτηριακής τυποποίησης των 
μυκοβακτηριδίων με την MALDI-TOF MS τεχνολογία 
αξιοποιώντας τα λιπίδιά τους. Μια τέτοια προοπτική 
θα ωθήσει σε μεγάλο βαθμό τόσο την ταχύτερη κι 
αποτελεσματικότερη διαγνωστική και θεραπευτική 
αντιμετώπιση των μυκοβακτηριδιακών λοιμώξεων, 
αλλά και την επιδημιολογική διερεύνηση και  φυλογε-
νετική ταξινόμηση των απομονούμενων στελεχών μυ-
κοβακτηριδίων. 

10. Συμπεράσματα και μελλοντικές προοπτικές

Ο χρόνος που χρειάζεται για την αξιόπιστη ταυτοποί-
ηση των μυκοβακτηριδιακών ειδών έχει μειωθεί θεα-

ματικά με την εφαρμογή της MALDI-TOF MS μεθοδο-
λογίας. H εδραίωση πρωτοκόλλων αδρανοποίησης 
και προετοιμασίας του δείγματος μυκοβακτηριδίων 
έχει καταστήσει την τεχνική ταυτοποίησής τους με την 
MALDI-TOF MS προσιτή στα κλινικά μικροβιολογικά 
εργαστήρια. Οι συνεχώς αναβαθμισμένες διαθέσιμες 
βάσεις δεδομένων με φάσματα μαζών αναφοράς, 
καθώς και τα όλο και μεγαλύτερης αναλυτικής διακρι-
τικής ικανότητας λογισμικά προσέθεσαν μαζί με την 
ταχύτητα και την ανάλογη ακρίβεια στην ταυτοποίηση 
ολοένα και περισσότερων ειδών. 

Τεράστιο βήμα προς την ακόμη ταχύτερη αναγνώ-
ριση των μυκοβακτηριδιακών ειδών θα είναι η άμεση 
εφαρμογή της MALDI-TOF MS ανάλυσης των επιφα-
νειακών λιπιδίων σε δείγματα με άθικτα αδρανοποι-
ημένα μυκοβακτηρίδια, χωρίς το στάδιο της 
προετοιμασίας πρωτεϊνικού τους εκχυλίσματος, κάτι 
που προωθείται επί του παρόντος με αρκετά επιτυχη-
μένες μελέτες. 

Ο επιτυχής διαχωρισμός στενά συσχετιζόμενων μυ-
κοβακτηριδιακών ειδών αλλά και υποειδών, η επί-
τευξη του οποίου περιορίζεται για την ώρα από τις 
τρέχουσες δυνατότητες της τεχνικής, είναι ένα άλλο 
στοίχημα που έχουν βαλθεί να κερδίσουν οι ερευνη-
τές και προς αυτή την κατεύθυνση διεξάγονται ελπι-
δοφόρες μελέτες.  

Σίγουρα, με τις όλο και πιο ολοκληρωμένες βάσεις 
δεδομένων, με τα συνεχώς και πιο ισχυρά εργαλεία 
βιοπληροφορικής και με το συνδυασμό της MALDI-
TOF MS ανάλυσης των πρωτεϊνών όσο και των λιπι-
δίων των μυκοβακτηριδίων, αναμένεται ακόμη πιο 
σημαντική προσφορά της πρωτοποριακής αυτής τε-
χνολογίας στη διάγνωση των μυκοβακτηριδιακών λοι-
μώξεων.  

Περισσότερες μελέτες είναι βέβαιο πως θα σχεδιά-
ζονται και θα εκτελούνται για την συνεχόμενη βελ-
τίωση αυτής της απλής, γρήγορης, αξιόπιστης κι 
οικονομικής μεθόδου για την ταυτοποίηση των μυκο-
βακτηριδίων σε επίπεδο είδους. Ταυτόχρονα το μέλ-
λον, με βάσει τις ενδείξεις που έχουν οι ερευνητές, 
υπόσχεται πως θα εξελιχθεί η δυνατότητα της MALDI-
TOF MS  να παρέχει ταυτοποίηση ακόμα και στο επί-
πεδο υποείδους των μυκοβακτηριδίων.
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Applications of MALDI-TOF mass spectrometry in the diagnosis of 
mycobacterial infections
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The genus Mycobacterium includes species like the members of the pathogenic Mycobac-
terium tuberculosis complex, a major global public health burden, and an ever-increasing 
number of nontuberculous mycobacterial species, of which approximately 1/3 have been 
associated with infections linked to substantial morbidity and mortality. Therefore, the 
rapid and accurate identification of mycobacteria is crucial for disease management. 
MALDI-TOF MS technique was introduced for the identification of microorganisms as a 
common laboratory practice during the last decade. It utilizes the unique for each species, 
fingerprint-like, protein mass spectra and achieves rapid, easy, reliable and cost-effective 
identification of bacteria, yeasts, moulds and mycobacteria. As conventional methods for 
the identification of mycobacteria are time-consuming, MALDI-TOF MS offers a new alter-
native approach that reduces the turnaround time. 
Protocols for inactivation and sample preparation of mycobacteria for MALDI-TOF MS pro-
teins’ analysis have been described in detail and are used in clinical microbiology laboratories. 
The continuous upgrading of databases through incorporation of an increasing number of 
mass spectral profiles of mycobacterial species, as well as the development of more powerful 
software for the analysis with MALDI-TOF MS, are future key goals. Through them, it is be-
lieved that a reliable identification of a greater number of mycobacterial species will be 
achieved and an improved distinction between phylogenetically closely related species 
could be accomplished, as the latter remains the main limitation of the method. Finally, 
MALDI-TOF MS analysis of surface lipids, specific to each mycobacterial species, is a field of 
research which developments are expected and promises to further shorten the identifica-
tion time of mycobacteria, and perhaps even achieving their typing. 
The prospects launched by the introduction of MALDI-TOF MS technology in the diagnosis 
of mycobacteria have had a spectacular impact on species identification and it is anticipated 
that they will have a similar impact on both typing and detection of antituberculosis drugs 
resistance.
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Summary

The field of Interleukin-17 (IL-17) biology has received more attention during the last decade 
for evaluating the role of this cytokine to enhance the host defence against microbial infec-
tions. IL-17 is essential in controlling microbial colonization through the expeditious innate 
immune response to pathogens which involves the recruitment of neutrophils and the induc-
tion of antimicrobial peptides. IL-17 is synthesized by cell populations predominantly present 
within epithelial barriers, including specific subsets of Th17 cells and innate lymphoid cells. In 
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Introduction 
 

The human eyes are valuable organs that are exposed 
to the external environment. For this reason, they are 
susceptible to ocular infections caused by various mi-
croorganisms worldwide. Infections can be by single 
or multiple pathogens that are associated with many 
factors including using contact lenses, immune system 
states, dry eye state, surgery, trauma, chronic nasol-
acrimal duct obstruction, age, and previous ocular in-
fections.1,2 Generally, bacteria, followed by viruses and 
fungi are involved in ocular infections. Bacteria are as-
sociated with many types of eye infections including 
keratitis, dacryocystitis, blepharitis, endophthalmitis, 
orbital cellulitis and conjunctivitis.3 Fungi are wide-
spread eukaryotic, unicellular or multicellular, and 
commonly associated with food spoilage. Many of 
these organisms are the primary source of carcino-
genic mycotoxins, which can effect significantly 
human health.4 There is a growing occurrence of op-
portunistic fungal infections among immunocompro-
mised, including individuals with neutropenia, 
haematological malignancies, and those who have un-
dergone bone marrow transplantation.5,6 Eye infec-
tions caused by fungi are rare, but they can cause 
severe infections. Fungal infections can affect different 
parts of the human eye. Previous reports showed a di-
rect association of opportunistic fungi with keratitis 
due to  eye injury or using contaminated contact 
lenses.7 Infected eyes if left untreated, can lead to a po-
tentially blinding disease and in advance cases surgery 
for removing infected eyes as what happened in Sin-

gapore and the USA in 2006. Clinical symptoms of fun-
gal eye infections can appear for several days to sev-
eral weeks after fungal elements invasion. Generally, 
clinical symptoms of ocular infections by opportunistic 
fungi are similar to those of other microbial infections. 
For this reason, diagnosis and detection of the source 
of ocular infections are seriously critical without a pre-
cise and accurate identification test. The identification 
of clinical specimens can be achieved using conven-
tional methods such as mycological culture and direct 
microscopic examination, as well as non-culture-based 
methods such as nucleic acid-based techniques and 
monoclonal antibodies. Treatment and management 
of emerging fungal infections are critical due to the 
spread of multidrug-resistant fungi. For this reason, de-
spite developing new drugs, controlling fungal infec-
tions remain difficult in many cases. Meanwhile, 
compared to antibacterial antibiotics, antifungals have 
a lower efficacy due to their mechanism of action. 
Fungi are eukaryotes, so one has to take into account 
the side effects of antifungals on human tissues; there-
fore there is a limitation in considering fungal infec-
tions and treatment. Co-infections or poly-infections 
is a term used to describe the involvement of two or 
more than one microbial isolate including different 
species of bacteria or fungi or even bacteria and fungi 
at the same ocular site. This kind of infection can affect 
one or both eyes. Studies showed an increasing trend 
of co-infections. Eye co-infections are considered a se-
rious challenge for ophthalmologists due to the diffi-
culty to diagnose as bacterial eye infections mimic 
fungal infections.8 Patients with ocular co-infections 
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present similar clinical symptoms such as ocular dis-
charge, visual symptoms or a red or painful eye in case 
of bacterial and fungal infections. The immune system 
plays a key role in the human body’s protection 
against microbial invasion. For this reason, the im-
mune response within ocular sites protects eyes from 
infection and regulates healing processes following in-
juries. Within the eye microenvironment, the immune 
system expresses a response toward infections 
through immunosuppression and anti-inflammatory 
actions via ocular resident cells/tissues. Since the eye 
has limited regenerative properties, microbial infec-
tion and inflammation can lead to devastating health 
consequences. Thus, human eyes possess extraordi-
nary features for immune-mediated inflammation re-
duction. This phenomenon is known as an immune 
privilege that has a pivotal role in ocular protection.9 
Interleukin-17A (IL-17A) is one of a family (IL-17B, C, D, 
E and F) that plays a central role in the control of mi-
crobial infections and mediate protective innate im-
munity to pathogens. IL-17A links T-cell activation to 
neutrophil mobilization and activation. For this reason, 
IL-17A is a pro-inflammatory cytokine, which was de-
scribed fairly recently in 1995, that contributes to the 
pathogenesis of several inflammatory diseases.10 The 
bioactivity of IL-17A has received immunological at-
tention over the last few years due to their association 
with bacterial and fungal infections, psoriasis and 
other autoinflammatory disorders.11,12 In addition, dis-
orders in IL-17A regulation can lead to ocular diseases 
such as dry eye disease (DED) and infectious keratitis. 

 
 

Microbial Eye Infections 
 

The human eyes are very delicate and value sensory 
systems, serving as a primary source of information 
about the external environment. Humans heavily rely 
on vision as their predominant sense, making the eye 
the most delicate and perceptive organ within the 
human body.13 Ocular infections can lead to impair-
ments in visual which resulting in a major sight-threat-
ening consequences such as keratitis and conjunctiv-
itis.14 Frequently, microorganisms involved in eye 
infections are bacteria, followed by viruses and fungi. 
Pathogenic bacteria are the primary agents respon-
sible for conjunctivitis. Bacteria infect the ocular sur-
face, specifically the mucous membrane of the con-
junctiva. However, it is colonization population is 
regulated by the tears’ lysosomes and humοral secre-
tions such antibodies, as well as the protective mech-
anism of blinking.15 Accurate and rapid diagnosis of 
microbial keratitis is needed for managing treatment 
and preventing a potentially vision-threatening risk.  

Bacteria associated with eye infections 
Bacteria typically target the external surface of the eye 
for colonization, while the internal parts of the ocular 
cavity remain sterile. In terms of immunology, the eye 
surface has multiple protective barriers that effec-
tively prevent the occurrence of eye infections. Nor-
mally, the conjunctiva contains mostly antibodies, 
complement proteins, lysozyme, C-reactive protein, 
fibronectin, and transferrin that related to innate im-
munity. These components collectively contribute to 
the defence against bacterial pathogens. However, if 
any of the epithelium’s ocular surface is compromised 
due to trauma or a decrease in local or systemic im-
mune responses, eyes become more susceptible to 
microbial infections such as bacterial invasion.16 Bac-
terial pathogens have been implicated in a spectrum 
of ocular surface infections, including conjunctivitis, 
scleritis, keratitis, blepharitis, canaliculitis, and dacryo-
cystitis. Moreover, these bacteria can also cause more 
severe infections that extend to deeper ocular tissues, 
such as orbital cellulitis, preseptal cellulitis, necrotiz-
ing fasciitis, as well as intraocular infections like uveitis 
and endophthalmitis.17 

 
Antibacterial treatment for eye infections 
Bacterial infections of the eye are common, and oph-
thalmologists have a wide choice of antibiotic treat-
ments comparing with other microbial infections. 
There are many ways of delivering antibiotics into the 
eye including subconjunctival injection, topical ad-
ministration, subtenon injection, and intraocular in-
jection. Ophthalmologists have a wide range of 
commercially eye antibiotics such in many different 
pharmaceutical formula including drops, cream and 
ointment that enables the achievement of elevated 
antibiotic concentrations for ocular tissues therapy.18 

 
Fungal associated with eye infections 
Ocular fungal infections are extremely rare. However, 
these kinds of infections can cause serious health con-
sequences. Opportunistic fungi can affect different lo-
cations of the eyes. For example, keratitis is front layer 
of the eye, the cornea, that easily infected by fungal 
elements. These kind of infections occurs as a result of 
eye injury or bad usage of contact lenses.19 Inflamma-
tion of eyes is called endophthalmitis that can be exo-
genous, when associated with direct fungal spores 
invasion,20 and endogenous, when fungal elements 
spreads to one or both eyes from another primal body 
source.21 Fungal infections are frequently associated 
with trauma as significant contributing agents. Fungal 
eye infection symptoms can occur after a few days to 
several weeks. These symptoms mimic bacterial eye in-
fections including eye redness, eye pain, blurring in vi-
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sion, tearing, and eye discharge.22 Comparing with 
other pathogenic fungi, species related to the genus 
of Fusarium, Aspergillus and Candida are the most com-
mon opportunistic fungal agent causing ocular infec-
tions to human.23 Routine laboratory techniques such 
as culturing and direct microscopic examination re-
main classical approaches for detection of fungal ele-
ments during ocular samples testing and permits a 
rapid presumptive diagnosis. Serological and molecu-
lar approaches have been widely used in recent years.24 

 
Antifungal treatment for eye infections 
Since the initial documentation of fungal keratitis, 
there has been an upward trend in the incidence of 
this condition. Compared to antibacterial drugs, anti-
fungal agents have a lower efficacy due to lower tis-
sue penetration.25 Generally, amphotericin B, nystatin 
and natamycin are the most frequently used antifun-
gals. There is a limited use of nystatin due to its toxi-
city and low rate of tissue penetration for treatment 
of opportunistic fungal keratitis compared to ampho-
tericin B and natamycin.26,27 

 
Antifungal resistance to eye infection 
Resistance to common antifungal drugs by patho-
genic fungi is a risky point. Fungal cells can develop 
mechanisms for resistance to antifungal drugs result-
ing in expanding fungal infections and complicating 
their treatment. Because of the genetic inherent re-
sistance of some fungi, certain antifungal treatment 
might ineffective in treating fungal infections. For ex-
ample, Aspergillus exhibited a notable fluconazole re-
sistance.28 Due to too low dosage of antifungal drugs 
or when treatment courses are not long enough, 
fungi have a chance to develop resistance to antifun-
gal agents over time.29-31 

 
 

Eye Coinfections 
 

In developing countries, corneal blindness following 
cataracts is primarily attributed to ocular infections 
caused by bacteria, viruses, and fungi.32 However, an 
escalating incidence of co-infections, wherein two or 
more pathogens coexist in the same ocular environ-
ment, affecting either one or both eyes, has been in-
creasingly documented. In contrast to single-micro-
organism infections, which lack competitive dynamics 
in theory, co-infections have been demonstrated to 
engage multiple mechanisms that compete for host 
resources. This competitive interplay constitutes a piv-
otal factor that significantly influences the clinical tra-
jectory and progression of the infection.33 Clinical pre-
sentations of eye co-infections mimic different clinical 

cases resulting in a serious diagnostic challenge for 
ophthalmologists. This challenge affects directly pa-
tients through receiving multiple treatments instead 
of a specific treatment.34 Among immunocompetent 
patients, eye infections are common particularly co-
infection due to impaired the immune system.35 Bac-
teria and fungi are the most frequent clinical entities 
causing eye co-infection. 

 
Bacteria and Fungi of Eye Infections 
Bacterial and fungal co-infections constitute the most 
prevalent type of ocular co-infection. Staphylococcus 
spp., followed by Streptococcus spp., Pseudomonas 
spp., Klebsiella spp., Bacillus spp., and species related 
to Haemophilus are main bacterial causative agents. 
Meanwhile, the species belong to Aspergillus, Candida, 
Fusarium, followed by Curvularia, Alternaria, Cladospo-
rium, and Bipolaris, represent the genera of opportun-
istic fungal pathogens that are associated to ocular 
infections.36 Co-infections of bacteria and fungus are 
more likely to be between the species related to the 
genus Staphylococcus and Aspergillus or Fusarium re-
sulting in serious clinical symptoms.35,37-40 To distin-
guish between bacterial and fungal keratitis based on 
clinical presentation is considered a serious challenge, 
as the characteristic symptoms of each infection may 
be overridden by mixed microbial infections.41 

 
 

Immune System  
 

Immune tissue, cells, and organs work together to 
form the immune system for protecting the body 
against harmful microbial pathogens, such as bacteria, 
viruses and fungi. Cellular defence mechanisms of the 
immune system involve various immune cells, such 
as specific killer T cells (T-cells), natural killer cells (NK), 
polymorphonuclear leukocytes, and macrophages 
that directly target pathogenic cells. Additionally, sig-
nalling networks via cytokines, humoral immunity af-
fects cellular immunity through producing a range of 
immune mediators such as antibodies, cytokines, che-
mokines, and complement proteins to enhance im-
mune protection against foreign invaders.42 Alto-
gether, the immune system parts help to recognize 
and eliminate the infectious agents causing the in-
flammation. Keratitis due to bacteria or fungi triggers 
the immune response to combat the invading micro-
bial elements. 

 
 

The Ocular Immune Response 
 
The ocular surface is normally protected from mi-
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crobes physically by a mucosal layer. The ocular im-
mune response refers to the specialized immune 
mechanisms protecting the eyes from microbial infec-
tions. However, lymph vessels are missing in the inte-
rior of the ocular structure.43 The eye components in 
nature have immunosuppressive and anti-inflam-
matory effects. The immunosuppressive activity exhi-
bited by resident cells in the eye is commonly known 
as immune privilege, and it serves a critical function 
in preventing significant damage caused by infiltrat-
ing inflammatory cells, which can result in vision loss. 
The eye employs a wide range of mechanisms to reg-
ulate innate and adaptive immune cells, thus effec-
tively mitigating the risk of blindness associated with 
intraocular inflammation.44,45 Several immunosup-
pressive mechanisms have been identified thus far, 
which are attributed to the microenvironment within 
the eye. These mechanisms encompass ocular fluids, 
the blood-retina barriers, and resident parenchymal 
cells present in the eye. In order to safeguard the con-
tinuity of vision from two main domains: physical and 
immunological factors, intricate networks of neurons 
and immune components collaborate. It is worth not-
ing that this complex interplay occurs within the 
context of the presence of microorganisms, whether 
they establish long-term residence in the ocular mu-
cosa or are transient visitors introduced from the ex-
ternal environment, which have the potential to 
induce modifications in this delicate balance.46 

 
 

The Eye and Immune Privilege 
 
The immune privilege of the eyes is a unique state of 
anatomical, physiological, and immunoregulatory 
processes within the ocular tissues to protect eye and 
sight. This phenomenon allows eyes maintenance 
and immunological tolerance through restriction of 
the over-expression of inflammatory immune re-
sponse.9 The eyes’ local immune components include 
macrophages and dendritic cells, as well as immuno-
globulins, complement proteins. The immune privi-
lege is a unique immune mechanism within eyes that 
prevents excessive immune responses and thus pre-
vents the potentially eye-destroying consequences of 
unregulated inflammation.42,47 

 
 

Interleukin-17 in Antifungal Immunity 
 
In 1993, interleukin 17A (IL-17A), was first discov-
ered.48 From mouse EL4 thymoma cells, receptor of IL-
17A was first cloned and identified in 1995.49,50 IL-17 
level increases in cases of inflammation and autoim-

mune diseases indicating to association with human 
immune disease51,52 T helper 17 (Th17) cells is a subset 
of cluster differentiation 4+ (CD4+) which are the main 
IL-17 producers.53 Later on, CD8+ cells (Tc17), natural 
killer-T cells (NKT), γδ T cells, group 3 innate lymphoid 
cells (ILC3s), neutrophils and microglia were reported 
as sources of IL-17 production.54,55 Meanwhile, IL-17 
has an ability to stimulate the production of anti-
microbial peptides (AMPs) such as cathelicidins and 
defensins, that exhibit direct antifungal bioactivity.56 
Also, IL-17 can induce secretion of pro-inflammatory 
cytokines, IL-1β, TNF-α and IL-6 which contribute to 
the elimination of fungal pathogens,57 resulting in en-
hancing phagocytosis via macrophages and neutro-
phils to intracellular fungal elements.58 Meanwhile, 
eye-colonizing by commensal induced the recruit-
ment of IL-17-producing γδ T cells to the conjunctiva 
where they play a direct role in enhancing the neutro-
phil recruitment and the release of antimicrobials into 
the tears and protected the eye from pathogenic mi-
crobial infection.59 Therefore, congenital defects in the 
IL-17 pathway induce opportunistic fungal pathogens 
such as Candida albicans for causing infections.60 
Studies indicated high production of L-17 by periph-
eral blood neutrophils in patients with fungal keratitis 
due to high levels of airborne Aspergillus and Fusarium 
conidia.61 This also indicates the vital role of IL-17 in 
protection and fungal ocular infections.  

 
 

IL-17 Immunity in Health and Disease 
 
IL-17 plays a crucial role in protection against various 
pathogens including bacterial and fungal infections, 
in addition to diseases, inflammatory autoimmune 
disorders, and cancer.62 Recently, over the last years, 
IL-17 has attracted attention in the context of immu-
nology and as an immunotherapeutic agent.63 IL-17 
plays a vital role in maintaining the equilibrium be-
tween the host and the microbiota in barrier tissues 
under normal conditions. This cytokine coordinates 
an effective mechanism within the epithelium, pre-
venting disruptions in microbial composition and un-
controlled microbial cell proliferation.64,65 However, 
considering anti-IL-17 therapy is a critical, as it has the 
potential to disturb microbial cells and increase the 
risk of opportunistic infections.66,67 Overexpression of 
IL-17 may lead to dry eye-induced corneal damage 
and goblet cell loss in this case anti-IL-17 treatment 
strongly recommended.68 For example, monoclonal 
antibodies, are already available to inhibit the IL17 
pathway (such as ixekizumab, brodalumab, or secuki-
numab).69 
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Conclusions 
 

In general, ocular co-infections caused by bacterial 
and fungal pathogens are most common in immuno-
compromised individuals due to a weakened immune 
system. Eye immune privilege is a unique state of im-
munity against microbial invaders. IL-17 plays an im-
portant role in triggering the immune response 
against microbial pathogens and, in particular, patho-
genic fungi. 
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Το πεδίο έρευνας αναφορικά με τη βιολογία της Ιντερλευκίνης-17 (IL-17) έχει λάβει μεγάλη 
προσοχή κατά την τελευταία δεκαετία για την αξιολόγηση του ρόλου της στην ενίσχυση της 
άμυνας του ξενιστή έναντι μικροβιακών λοιμώξεων. Η IL-17 είναι απαραίτητη για τον έλεγχο 
του μικροβιακού αποικισμού μέσω της ταχείας φυσικής ανοσοαπόκρισης σε παθογόνα που 
περιλαμβάνει τη στρατολόγηση ουδετερόφιλων και την επαγωγή αντιμικροβιακών πεπτι-
δίων. Η IL-17 συντίθεται από πληθυσμούς κυττάρων που υπάρχουν κυρίως εντός επιθηλια-
κών φραγμών, συμπεριλαμβανομένων συγκεκριμένων υποομάδων κυττάρων Th17 και 
εγγενών λεμφοειδών κυττάρων. Στην παρούσα ανασκόπηση επισημαίνονται τόσο οι βακτη-
ριακές όσο και οι μυκητιασικές λοιμώξεις των οφθαλμών και ο ρόλος της IL-17 στην άμυνα 
του ξενιστή, και επιπλέον τα οφέλη από τη χρήση της IL-17 ως ανοσοθεραπεία.
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O r i g i n a l  a r t i c l e

Summary

The Extended Spectrum β-lactamases (ESBLs) have been abruptly increasing in hospital and 
community settings. The present study aimed to detect ESBL producers from wound infections 
and to determine the associated ESBL genotypes. Gram-negative bacilli obtained from wound 
infections for a period of one year from November 2020 to October 2021 were included. Isolates 
with inhibition zone size ≤ 27 mm for Cefotaxime and ≤ 22 mm to Ceftazidime were subjected 
to phenotypic confirmation by Vitek 2 ID / AST. Extended spectrum β-lactamase genes OXA-
10/11, TEM, SHV & CTX-M were detected by Real Time PCR. The CTX-M enzyme was the most 
common ESBL genotype observed among Enterobacterales in our study. The co-expression of 
ESBL genes was observed in clinical isolates of Klebsiella pneumonia and Escherichia coli. CTX-
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Introduction 
 

Enterobacterales have emerged as the most common 
etiological agent associated with nosocomial and 
community acquired infection. Extended spectrum β-
lactamases (ESBLs) are commonly plasmid encoded 
β-lactamases that can inactivate narrow and ex-
tended spectrum cephalosporins, monobactams and 
penicillins but are susceptible to inhibition by clavu-
lanic acid.1 The frequent co-expression of resistance 
to various classes of antibiotics such as fluoroquino-
lones, tetracyclines, aminoglycosides and trime-
thoprim/sulfamethazole limits the wide range of 
active antimicrobials against ESBL isolates.2 

The first plasmid encoded β-lactamase, TEM 1, was 
described in 1960s after the introduction of first and 
second generation cephalosporins in clinical practice. 
The TEM enzyme is found in Enterobacterales, Pseu-
domonas aeruginosa, Haemophilus influenzae and 
Neisseria gonorrhoea.3 With the use of third generation 
cephalosporins in clinical settings, SHV-2 ESBL type 
evolved. This type could hydrolyze third generation 
cephalosporins or oxy-imino cephalosporins. The SHV 
ESBL type β-lactamases are most often found in Kleb-
siella pneumoniae clinical isolates as well as in other 
Enterobacterales and P. aeruginosa.2,3 The inhibitory 
activity of β-lactam/ β-lactamase inhibitors may vary 

depending on the type of inhibitor and ESBL type. 
Clavulanic acid and tazobactam have been found to 
be more potent than sulbactam in inhibiting SHV and 
TEM ESBL types. 

The CTX-M β-lactamases hydrolyze cefotaxime and 
are susceptible to inhibition by clavulanate, sulbactam 
and tazobactam, even though CTX-M-15 and CTX-M-
19 can hydrolyze ceftazidime, which might complicate 
their phenotypic recognition.3,4 Compared to the CTX-
M type, TEM and SHV β-lactamases show higher hy-
drolytic activity for ceftazidime than cefotaxime. The 
CTX-M variants have been reported among members 
of Enterobacteriaceae, P. aeruginosa and Acinetobacter 
species. The community acquired urinary tract infec-
tion has been highly associated with CTX-M enzymes.4 
The OXA β-lactamases are frequently found in P. ae-
ruginosa than in members of Enterobacterales. Most 
OXA ESBL type exhibit resistance to β-lactam inhibitors 
and are characterised by their high hydrolytic activity 
against oxacillin and cloxacillin.5 

Rapid detection and identification of ESBLs are es-
sential to the epidemiology of antibiotic resistant iso-
lates. Molecular detection of ESBL producers helps in 
rapid diagnosis and obtaining epidemiological infor-
mation during outbreaks. The detection of ESBL me-
diated resistance in Gram-negative bacilli is of high 
importance due to its clinical significance and the lim-

M & TEM genes were observed in 40% of E. coli isolates. All isolates of E. coli with CTX-M & TEM 
genes were susceptible to carbapenems and amikacin. 8.33% of E. coli isolates with CTX-M ge-
notype alone were resistant to carbapenems and amikacin. 50% of K. pneumoniae isolates with 
SHV, CTX-M & TEM genes showed resistance to carbapenems, β-lactam/ β-lactamase inhibitor 
combinations, cefepime and aminoglycosides. In conclusion ESBL associated infections are 
becoming a public health issue with respect to wide dissemination of ESBL genes and limited 
therapeutic options. 
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ited therapeutic options.6 The emergence of drug re-
sistance in bacteria has made the treatment of the 
wound infections more difficult and also expensive. 
The phenotypic confirmatory tests are highly sensitive 
and specific but there are instances where the pheno-
typic confirmatory tests fail to detect ESBL pheno-
types.7 The determination of the predominant ESBL 
phenotype is necessary for improved therapeutic 
management of wound infections as well as for 
strengthening the hospital infection control measures 
and antibiotic stewardship practices. 

 
 

Materials & Methods 
 

This prospective cross sectional study was carried out 
for a period of one year from November 2020 to Oc-
tober 2021. Under strict aseptic conditions, wound 
swabs were collected from patients with clinically sus-
pected wound infections. Wound swabs were inocu-
lated on blood agar and MacConkey agar and 
incubated overnight at 37°C. 

Isolates were further identified by standard bioche-
mical methods.8 All Gram-negative bacilli isolates from 
wound infections were subjected to antimicrobial sus-
ceptibility testing by the Kirby-Bauer disc diffusion 
method using the following discs (HiMedia Laboratories 
Pvt. Ltd., Mumbai, India): gentamicin (10μg), amikacin 
(30μg), cefotaxime (30μg), cefepime (30μg), ceftazidime 
(30μg), ciprofloxacin (5μg), cefoperazone/sulbactam 
(75/30μg), imipenem (10μg), meropenem (10μg), pip-
eracillin/tazobactam (100/10μg), amoxicillin/clavulanate 
(20/10 μg) and co-trimoxazole (25 μg). 

All Gram-negative bacilli with inhibition zone size 
≤ 27 mm for cefotaxime and ≤ 22mm to ceftazidime 
were subjected to phenotypic confirmation by Vitek 
2 ID / AST.9 Turbidometrically controlled bacterial sus-
pension was used to inoculate Vitek 2 ID/AST cards. 
The minimum inhibitory concentration of amikacin, 
gentamicin, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, 
piperacillin/tazobactam, amoxicillin/clavulanate, co-
trimoxazole, cefotaxime, ceftazidime, ceftriazone and 
cefepime were determined by Vitek 2 ID/AST cards. 

For extraction and purification of DNA, HiPur A Bac-
terial Genomic DNA Purification Kit (HiMedia Labo-
ratories Pvt. Ltd., Mumbai, India) was used. Extended 
spectrum β-lactamase genes OXA-10/11, TEM, SHV & 
CTX-M were detected by Real Time PCR using the fol-
lowing cyclic condition: Initial denaturation at 95°C 
for 10 minutes followed by denaturation at 95°C for 
15 seconds and annealing and extension at 60°C for 
30 seconds. Fluorescence reading for all the channels 
was taken at the end of the extension stage. The cycle 
threshold (Ct) is determined as the point at which the 
fluorescence exceeds the threshold limit. The cycle 
threshold (Ct) value of ≤ 40 was interpreted as positive 
for OXA-10/11, TEM, SHV & CTX-M genes. Lack of am-
plification curve in the target genes channel was in-
terpreted as negative. 

 
 

Results 
 

A total of 100 Gram-negative bacilli obtained from 
wound samples during the study period was sub-
jected to ESBL screening (Fig 1). Out of 100 Gram-neg-
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Figure 1 Distribution of Gram-negative bacilli from wound infections.



ative bacilli screened for ESBL production by the disk 
diffusion method, 43 isolates were subjected to phe-
notypic confirmation by Vitek 2 ID/AST. 37 (86.05%) 
out of 43 isolates were phenotypically confirmed by 
Vitek 2 ID/AST (Fig 2). Among the ESBL producers, 23 
(62.16%) were E. coli, 9 (24.32%) were K. pneumoniae, 
2 (5.41%) were Proteus mirabilis and one isolate each 
was Enterobacter aerogenes (2.70%), Enterobacter clo-
acae (2.70%) and P. aeruginosa (2.70%). Out of 43 iso-
lates, 27 ESBL genes were detected by PCR (Fig 3). 
Among the ESBL isolates identified by PCR, 20 
(74.00%) were E. coli, 6 (22.22%) were K. pneumoniae 

and a single isolate (3.70%) was E. aerogenes. ESBL ge-
notype, CTX-M was detected in 48.15% (13/27) iso-
lates. TEM and CTX-M were detected in 29.63% 
isolates (8/27). The presence of the SHV, CTX-M & TEM 
genotype was detected in 22.22% (6/27) isolates. The 
CTX-M ESBL type was the most predominant among 
ESBL producing Enterobacterales in our study. The co-
expression of ESBL genes was observed in isolates of 
E. coli and K. pneumoniae. All K. pneumoniae isolates 
harboured SHV, CTX-M & TEM genes. CTX-M and TEM 
genes were observed in 40% of the E. Coli isolates. 
(Table 1) 
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Figure 2 Number of ESBL-producing isolates detected by the Vitek 2 automated method.

Figure 3 Distribution of ESBL producers from wound infections.



Out of 27 ESBL producers, 14.81% isolates showed 
resistance to carbapenems, 81.48% were resistant to 
fluoroquinolones and 74.07% to trimethoprim-sul-
famethoxazole. Regarding the aminoglycoside sus-
ceptibility testing, 14.81% of the isolates showed re-
sistance to amikacin and 40.74% were resistant to 
gentamicin. Of the β-lactam- β-lactamase inhibitor 
drugs tested, 40.74% isolates showed resistance to 
piperacillin–tazobactam and 25.93% were resistant to 
amoxicillin-clavulanate (Table 2). 50% of K. pneu-
moniae isolates with SHV, CTX-M & TEM genes showed 
resistance to carbapenems, β-lactam/ β-lactamase in-
hibitor combinations and aminoglycosides. All E. coli 
with CTX-M & TEM enzymes showed susceptibility to 
carbapenems and amikacin. 8.33% of E. coli isolates 
with CTX-M genotype alone were resistant to car-
bapenems and amikacin. Among the β-lactam/ β-lac-

tamase inhibitor drugs tested, more than 30% of E. 
coli isolates with either CTX-M ESBL type or with CTX-
M & TEM ESBL enzymes were resistant to piperacillin-
tazobactam combination whereas more than 10% E. 
coli isolates with either CTX-M ESBL type or with CTX-
M & TEM ESBL enzymes showed non susceptibility to 
amoxicillin-clavulanate combination. 

 
 

Discussion 
 

In this study, the prevalence of ESBL producers and as-
sociated genes were studied by phenotypic and geno-
typic methods. The prevalence of different ESBL genes 
in clinical isolates varies worldwide depending on geo-
graphical location, sample size and period of study.10 
In our study, 27 out of 100 Gram-negative bacilli from 
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ESBL genotype                                             No of isolates 

                                           Escherichia            Klebsiella             Enterobacter  
                                              coli (20)           pneumoniae (6)        aerogenes (1) 

CTX-M                             12 (60.00%)             0  (0.00%)               1 (100.00%) 

CTX-M TEM                      8 (40.00%)             0  (0.00%)               0 (0.00%) 

SHV, CTX-M &TEM         0 (0.00%)               6  (66.67%)             0 (0.00%)

1-Distribution of ESBL genes in the study’s isolates.Table 1

ESBL                    AMC              PIT             AK            GEN            CIP            COT            IMI           MER 
genotype 

CTX-M (13)
             3                    5                  1                 6                 12                10                 1                 1 

                           (23.08%)       (38.46%)      (7.69%)     (46.15%)     (92.31%)     (76.92%)      (7.69%)      (7.69%) 

CTX-M &                 1                    3                  0                 2                  5                  4                  0                 0 
TEM (8)              (12.50%)       (37.50%)        (0%)          (25%)       (62.50%)       (50%)           (0%)           (0%) 

SHV,CTX-M             3                    3                  3                 3                  5                  6                  3                 3 
& TEM (6)            (50%)            (50%)         (50 %)         (50%)          (83%)         (100%)         (50%)         (50%) 

Total (27)
                  7                   11                 4                 11                22                20                 4                 4 

                           (25.93%)       (40.74%)     (14.81%)    (40.74%)     (81.48%)     (74.07%)     (14.81%)    (14.81%) 

AMC-amoxicillin/clavulanate, PIT-piperacillin/tazobactam, CIP-ciprofloxacin, COT-cotrimoxazole, AK-amikacin, GEN-gen-
tamicin, IMI-imipenem, MER-meropenem

Antimicrobial resistance pattern of ESBL producers.Table 2



wound infections were found to be ESBL producers. In 
a similar report from south India, 10.76% of isolates 
from pus samples were ESBL producers. In a study on 
ESBL associated community acquired infection, 27% 
were wound isolates.11 Betsy Andrews et al. have re-
ported 32.2% ESBL isolates from wound infections.12 

By genotypic method, the most common ESBL pro-
ducer among Enterobacterales were E. coli 20/23 
(86.95%), K. pneumoniae 6/9 (66.67%) and E. aerogenes 
1/1 (100.00%). None of the Proteus isolates in our 
study harboured ESBL genes. In a similar study from 
North India, Sahoo et al have reported the predomi-
nant ESBL producers among Enterobacterales as E. coli 
(44.00%), K. pneumoniae (42.60%) and Enterobacter 
species (48.00%).13 

In this study, the CTX-M ESBL type was more pre-
dominant among Enterobacterales. The co-expres-
sion of ESBL genes was observed in isolates of E. coli 
and K. pneumoniae. All K. pneumoniae isolates har-
boured SHV, CTX-M & TEM genes. CTX-M and TEM 
genes were observed in 40% of E. coli isolates. In a 
multicentre study from India, the predominant ESBL 
genotype among E. coli and K. pneumoniae isolates 
were reported as TEM and OXA.7 CTX-M enzymes 
have become predominant worldwide with CTX M-15 
reported as the most common variant detected in no-
socomial and community acquired infection.14 The 
high frequency of CTX-M enzymes among E. coli and 
K. pneumoniae isolates and their drug resistance to 
multiple antibiotics have been reported from previous 
Indian studies.15,16 On the other hand, absence of CTX-
M enzymes in ESBL-producing K. pneumonia clinical 
isolates was reported in an Indian study in 2019.17 

In this study, 50% of K. pneumoniae isolates with 
SHV, CTX-M & TEM genes showed resistance to car-
bapenems (imipenem and meropenem), aminogly-
cosides (amikacin and gentamicin), β-lactam/ β-lac-
tamase inhibitor combinations (amoxicillin/clavulanate 
and piperacillin/tazobactam) and fourth generation 
cephalosporin (cefepime). In E. coli isolates with CTX-
M genotype, 16.67% of isolates showed resistance to 
amoxicillin/clavulanate and 33.33% were resistant to 
piperacillin/tazobactam. Resistance to carbapenems 
(imipenem and meropenem) and amikacin was ob-
served among 8.33% of isolates. 50% of isolates 
showed resistance to gentamicin and 40% of isolates 
were resistant to cefepime. 

All isolates of E. coli with CTX-M & TEM enzymes 
showed susceptibility to carbapenems and amikacin. 
12.50% of the isolates showed resistance to amoxicil-
lin/clavulanate, whereas 37.50% showed resistance 
to piperacillin/tazobactam combinations. A single iso-
late of E. aerogenes with CTX-M ESBL type showed 
susceptibility to carbapenems, cefepime and aminog-

lycosides, but was resistant to β-lactam/ β-lactamase 
inhibitor combinations. Nosocomial isolates of ESBL- 
producing E. coli with high level resistance to ampi-
cillin, cephalosporins, amoxicillin/clavulanate, quino-
lonones and piperacillin /tazobactam have been al-
ready reported.18 

The bla CTX-M type is identified to be the highest dis-
seminated ESBL resistant gene.19 Gram-negative bac-
teria that harbour the CTX-M gene have the ability to 
transfer plasmid borne resistance to other bacterial 
cells. The bla CTX-M type confers resistance to 
third/fourth generation cephalosporin groups.20 The 
choice of drug for ESBL producers varies between β-
lactam/ β-lactamase inhibitors and carbapenems. β-
lactam/ β-lactamase inhibitors have been the 
preferred agents for less severe infection whereas car-
bapenems are preferred for more severe infections. 
However the production of multiple ESBL’s, the co-ex-
pression of Amp C β-lactamases and the inoculum ef-
fect may limit the efficacy of β-lactam/ β-lactamase 
inhibitor combinations.21 

The prevalence of ESBL varies from <1% to >70% 
across the globe.22 The extended use of cephalospo-
rins in health care settings favourites the spread of 
ESBL-encoding genes. Thus, the determination of pre-
dominant ESBL genotypes could aid in the rapid se-
lection of the appropriate treatment. The knowledge 
of ESBL genotypes that are prevalent in healthcare 
settings probably helps in clinical decision making. 

 
 

Limitation of the study 
 

This study has limitations such as selection of samples 
and shorter duration of research. Existence of Amp C 
betalactamases and carbapenemase enzymes among 
the study isolates were not evaluated in our study. Fu-
ture research on exploration of β-lactamases from 
multiple samples for a prolonged period will over-
come the drawbacks of present study.  

 
 

Conclusion 
 

CTX-M type was the predominant ESBL genotype de-
tected among the clinical isolates in our study. Exis-
tence of multiple ESBL genotypes, SHV, CTX-M & TEM 
was observed among Klebsiella pneumoniae isolates. 
The knowledge on ESBL genotypes that are prevalent 
in a geographical region is of great importance for 
epidemiological surveillance and for determining ef-
fective measures of infection control. The high burden 
of antimicrobial resistance in Indian settings is chal-
lenging for clinical decision making. 
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Οι β-λακταμάσες ευρέως φάσματος (Extended Spectrum β-lactamases, ESBL) έχουν αυξηθεί 
εκρηκτικά, τόσο στο νοσοκομείο όσο και στην κοινότητα. Η παρούσα μελέτη είχε στόχο να 
ανιχνεύσει τους μικροοργανισμούς που παράγουν ESBL σε λοιμώξεις μαλακών μορίων και 
να καθορίσει τα είδη γονιδίων ESBLς. Μελετήθηκαν αρνητικοί κατά Gram βακτηρίδια που 
απομονώθηκαν από λοιμώξεις μαλακών μορίων για διάστημα ενός έτους, από τον Νοέμβριο 
του 2020 έως τον Οκτώβριο του 2021. Μικροοργανισμοί με ζώνη αναστολής ≤ 27 mm για 
την Κεφοταξίμη και ≤ 22 mm για την Κεφταζιδίμη υποβλήθηκαν σε φαινοτυπική επιβεβαίωση 
με Vitek 2 ID / AST. Τα γονίδια β-λακταμάσης εκτεταμένου φάσματος OXA-10/11, TEM, SHV 
& CTX-M ανιχνεύθηκαν με Real Time PCR. Το ένζυμο CTX-M ήταν ο πιο κοινός γονότυπος 
ESBL που παρατηρήθηκε μεταξύ των Εντεροβακτηριακών. Συν-έκφραση των γονιδίων ESBL 
παρατηρήθηκε σε κλινικά στελέχη των Klebsiella pneumoniae και Escherichia coli. Τα γονίδια 
CTX-M & TEM παρατηρήθηκαν στο 40% των απομονώσεων E. coli. Όλα τα στελέχη E. coli με 
γονίδια CTX-M & TEM ήταν ευαίσθητα σε καρβαπενέμες και αμικασίνη. Το 8,33% των απο-
μονωθέντων E. coli με μόνο γονότυπο CTX-M ήταν ανθεκτικά στις καρβαπενέμες και την 
αμικασίνη. Το 50% των απομονωθέντων στελεχών K. pneumoniae με γονίδια SHV, CTX-M & 
TEM εμφάνισαν ανθεκτικότητα στις καρβαπενέμες, σε συνδυασμούς αναστολέων β-λακτά-
μης/β-λακταμάσης, κεφεπίμη και αμινογλυκοσίδες. Συμπερασματικά, οι λοιμώξεις που σχε-
τίζονται με την παρουσία ESBL αποτελούν σοβαρό θέμα δημόσιας υγείας όσον αφορά την 
ευρεία διάδοση των γονιδίων ESBL και τις περιορισμένες θεραπευτικές επιλογές.
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Summary

The study was designed to determine the prevalence of serum cryptococcal antigen (CrAg) 
among HIV-infected patients at the University of Benin Teaching Hospital (UBTH), Edo state, 
Nigeria. The clinical symptoms, risk factors and past history of some diseases in association 
with CrAg was determined on 200 HIV-infected patients within the age range of 18 to 71 years, 
using the cryptococcal antigen lateral flow assay (CrAg LFA). The CD4 count of each patient 
was determined using the fluorescent-activated cell sorter BD FACS count system. A structured 
questionnaire was used to gather information on the socio-demographic characteristics, medical 
and treatment history of patients. Ninety percent of the patients were ART treatment-experi-
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Introduction 
 

Cryptococcus spp. is known for its capability to cause 
lethal fungal infections. The major cause of crypto-
coccosis is either Cryptococcus neoformans (believed 
to be the primary cause of human cryptococcal infec-
tion) or Cryptococcus gattii. These were initially thought 
to be subspecies of C. neoformans but have now been 
identified as distinct species by molecular method in 
2002.1,2 Little is known about C.gattii infection in 
Africa, where this pathogen has been isolated from 
both clinical and environmental samples.3 Current 
knowledge on the epidemiology and clinical presen-
tation of C. neoformans infection in Africa is higher 
compared to C. gattii infection.4 Inhalation of the in-
fectious propagule from the environment is believed 
to be the major mode of transmission  of cryptococossis 
and genotypic evidence suggests acquisition can 
occur many years before the development of clinical 
cryptococcosis in the context of immunosuppression.5,6 

Although the exact nature of the infectious propagule 
is unknown, the basidiospore which is created through 
sexual or asexual reproduction is an encapsulated, 
round-to-oval yeast measuring 4-6 microns with a 
surrounding polysaccharide capsule ranging in size 
from 1 to >30 microns when cultivated in the 
laboratory.7 This infection occurs mainly in people 
with HIV or other immune compromising conditions, 
but rare in immune–competent individuals,8,9 whereas 
C. gattii infection has been mainly described in ap-
parently immunocompetent patients.4 Cryptococcal 
infection is a common cause of meningitis leading to 
high mortality among people living with HIV/AIDS in 
Africa and Asia.10,11 It is also one of the leading causes 
of death in patients in the first year of Antiretroviral 
Therapy (ART), accounting for up to 20% of deaths 
among AIDS patients with CD4 count < 50 cells/μL in 
Africa.12 In India, Cryptococcus meningitis occurs in 2 
- 45% of HIV positive patients.13,14 The World Health 
Organization (WHO) recommends considering for 
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enced and 10% were ART naïve. A prevalence of 4.5% cryptococcal antigenemia was observed 
in the study. The infection rate was higher among the ART naïve patients 5/20 (25%) than in 
the treatment-experienced group 4/180 (2.2%). Age had no significant association with CrAg 
(P = 0.731). The association between serum CrAg and CD4 count was found to be significant (P 
<0.001). More females were CrAg-positive when compared to their male counterparts, but this 
difference was not statistically significant. History of past diseases such as tuberculosis, hepatitis 
and diabetes mellitus were not statistically significant among the patients. Exposure to risk 
factors such as alcohol intake, use of steroids and injection of drugs (drug abuse) was statistically 
significant, whereas cigarette smoking and exposure to pigeon droppings were insignificant. 
Although the prevalence of serum CrAg was low in this study, risk factors associated with cryp-
tococcosis must be avoided. In addition, routine screening should be implemented to improve 
wellbeing and reduce morbidity. In this study we also found out that cryptococcal infection is 
characteristic to AIDS patients and not HIV patients as generally perceived.
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cryptococcal antigen screening and providing pro-
phylactic therapy to those found positive for crypto-
coccal antigen among HIV-positive patients with CD4 
count <100 cells/mm3 in highly prevalent areas.15 Pul-
monary infection has the tendency to spontaneously 
resolve and is frequently asymptomatic,16 but localized 
pulmonary infection may manifest as pneumonia,8 it 
may disseminate to other systems of the body with a 
wide clinical spectrum, which may include crypto-
coccaemia,17 cutaneous and oral cryptococcosis,18 di-
arrhea,19 and most commonly, central nervous system 
(CNS) manifestations.1,9,16 Globally, cryptococcosis re-
mains a remarkable cause of mortality among HIV-in-
fected persons despite the advent of highly active 
antiretroviral therapy (HAART). In developed countries, 
the 10-week mortality in HIV patients remains high, 
ranging from 10-25%,20,21 while in resource-poor coun-
tries such as Uganda, a 14-day mortality rate of 20-
42% has been reported among patients with crypto-
coccal meningitis, despite treatment with amphotericin 
B.22 In Zambia, the 6-month mortality was 100%, with 
a median survival of only 19 days, among AIDS patients 
without access to antiretroviral therapy who were 
treated with fluconazole. Serum cryptococccal antigen 
(CrAg) is a marker for invasive or disseminated crypto-
coccal infection and the most sensitive and specific 
indicator for systemic cryptococcosis.23 A positive test 
therefore, warrants a search for disseminated disease. 
The purpose of the study was to determine the preva-
lence of serum cryptococcal antigen among HIV-in-
fected patients at the University of Benin teaching 
hospital, using a serum CrAg lateral flow dipstick 
assay. We also analysed the clinical symptoms, risk 
factors and past history of underlying diseases in as-
sociation with CrAg. 

Materials and methods 

Study population 
This study was carried out at the University of Benin 
Teaching Hospital (UBTH), a 700-bed tertiary hospital 
located in the southern part of Nigeria, with a dedi-
cated laboratory for HIV investigations, which is sup-
ported by PEPFAR (Presidential Emergency Plan for 
AIDS Relief ) of the USA. Two hundred HIV-positive pa-
tients, both ART naïve and treatment experienced, 
within the ages of 18 and 71 years, who attended the 
ART clinic, were enrolled in this study. Written in-
formed consent was obtained from each study par-
ticipant and ethical approval was obtained from the 
Ethics and Research Committee of the UBTH. Each pa-
tient was interviewed, and a structured questionnaire 
was used to collect information on socio- demo-

graphic data, medical and treatment history. This in-
formation included past history on the following dis-
ease conditions: Tuberculosis, Hepatitis and Diabetes 
mellitus. History on the risk factors associated with 
CrAg such as exposure to pigeon droppings, alcohol 
intake, and smoking, use of steroids and injection of 
drugs was also obtained. The patients were monitored 
for clinical symptoms such as headache, fever, cough, 
nausea and vomiting, which are associated with 
cryptococcosis and these were also recorded in the 
questionnaire. The history on intake of antiretroviral 
and duration of ART was also obtained.  

Serum cryptococcal antigen (CrAg) lateral flow 
assay 
The CrAg lateral flow assay (Immy Immuno-Myco-
logics Inc, Norman, Oklahoma, USA) was further car-
ried out, following the manufacturer’s instructions. In 
brief, one drop of LF specimen diluent was put in a 
disposable micro-centrifuge tube using a pipette, 40 
μl of serum was added to the reservoir and mixed, and 
then the white end of the cryptococcal antigen lateral 
flow test strip was submerged into the specimen. The 
result was read and recorded after 10 minutes. Double 
lines showed a positive result while a single line indi-
cated a negative result. 

CD4 cell counts 
The EDTA sample was used to determine CD4 cell 
counts by flow cytometry (Partec, Germany) following 
the manufacturer’s instruction. Briefly, 20 μl of whole 
blood was placed in a Partec tube and 20 μl of CD4 T-
cell monoclonal antibodies was added. The mixture 
was then incubated in the dark for 15 minutes at room 
temperature after which 800 μl of buffer was added. 
The tube was then placed in the flow cytometer for 
counting and the CD4 T-cell value was obtained by a 
programmed computer connected to the instru-
ment.24 

Statistical analysis 
All data obtained from each patient, including results 
of laboratory tests were analyzed using SPSS version 
22.0. CD4 count was categorized, cross-tabulated with 
serum CrAg results and association was determined 
using Chi-square. All statistical test of significance 
were carried out at 95% level of confidence and a P -
value of < 0.05 was considered significant.25 

Results 

Two hundred HIV-positive patients were enrolled in 
this study and their demographic characteristics were 
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obtained via questionnaire as represented in Table 1. 
Out of 200 HIV infected patients, 180 (90%) were ART 
treatment experienced, while 20 (10%) were ART 
naïve. Four (2.2%) treatment experienced patients 
were positive for CrAg, while 5 (25%) ART naïve pa-
tients were positive for CrAg, which makes it a total 
of 9 subjects positive for CrAg as presented in Table 
2. The prevalence of risk factors in relation to serum
CrAg in the population such as alcohol intake (exces-
sive intake), use of steroids, drug injection/smoking 
were statistically significant, while exposure to pigeon 
droppings and smoking were not statistically signifi-
cant; disease conditions such as tuberculosis, hepatitis 
and diabetes mellitus were not statistically significant, 
as presented in Table 3. The age range of patients was 
between 18 years and 71 years. The difference in age 
prevalence in relation to CrAg was not statistically sig-
nificant (P = 0.731) as presented in Table 4. In con-
sidering sex distribution in relation to serum CrAg, 
out of 53 males, 4 were positive for CrAg, while out of 
147 females, 5 were positive for CrAg. The prevalence 
in sex distribution was not statistically significant (P = 
0.212) as presented in Table 5. CD4 counts of < 100 
cells/μl had a higher prevalence of cryptococcal 
antigen, this was followed by CD4 counts of 100-199 
cells/μl and CD4 counts of > 200 cells/μl had the least 
prevalence as presented in Table 6. There was a stat-
istically significant association between cryptococcus 
infection and the CD4 count of the patients <200 

cells/μl (P <0.001). All the patients had at least one 
symptom and fever was the commonest in multivari-
ate analysis, all these symptoms were all not statis-
tically significant in the multivariate analysis as shown 
in Table 7. Headache and nausea were found to have 
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Age Distribution                        Frequency (%) 

< 20 years 1 (0.5) 

20 – 29 years 21 (10.5) 

30 – 39 years 70 (35.0) 

40 – 49 years 56 (28.0) 

50 – 59 years 38 (19.0) 

60 – 69 years 12 (6.0) 

70 and above 2 (1.0) 

Total 200 (100) 

Gender 

Male 53 (26.5) 

Female 147 (73.5) 

Total 200 (100)

Demographic characteristics of HIV patients 
enrolled in the study.Table 1

Treatment                                  ART Naïve Total No.      Total CrAg 
experienced of patients    positive (%) 

Age (years)       No. tested       No. +ve              No. tested      No. of +ve 
patients (%) patients (%) 

<20 -                      - 1 0 (0)                1 0 (0) 

20-29                16 0 (0) 5 2 (40)              21 2 (9.5) 

30-39                62 2 (3.2)                8 0 (0)                70 2 (2.86) 

40-49                52 2 (3.8)                4 2 (50)              56 4 (7.14) 

50-59                36 0 (0) 2 1 (50)              38 1 (2.6) 

60-69                12 0 (0) - - 12 0 (0) 

>70 2 0 (0) - - 2 0 (0) 

Total 180 4 (2.2)                20 5 (25)              200                9 (4.5) 

P = 0.786; P > 0.05

Determination of CrAg among ART Naïve and Treatment experienced patients.Table 2
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Risk factors Frequency (%)          Frequency (%)           P - value 
Positive Positive 

Exposure 5 (2.5) 1 (20) 0.133 
to pigeon droppings 

Alcohol intake 26 (13.0) 5 (19.2) 0.001 

Smoking 14 (7.0) 2 (14.3) 0.090 

Use of steroids 8 (4.0) 4 (50) 0.001 

Smoke/ inject drugs          9 (4.5) 3 (33.3) 0.001 

Diseases 

Tuberculosis 11 (5.5) 1 (90.9) 0.462 

Hepatitis 4 (2.0) 1 (75) 0.089 

Diabetes mellitus              5 (2.5) 1 (20) 0.133

Prevalence of risk factors and disease conditions associated with serum 
CrAg in the population.Table 3

Age (years)            Total (%)         Negative (%)          Positive (%)        P - value 

<20 1 1 (100) 0 (0.0) 

20 – 29 21 19 (90.5%)             2 (9.5) 

30 – 39 70 68 (97.1)                 2 (2.9) 

40 – 49 56 52 (92.9)                 4 (7.1) 0.731 

50 – 59 38 37 (97.4)                 1 (2.6) 

60– 69 12 12 (100) 0 (0.0) 

>70 2 2 (100) 0 (0.0) 

Total 200 191 (95.5)               9 (4.5)

Age distribution of patients in relation to serum CrAg N = 200.Table 4

Sex                          Total                 Negative                 Positive             P - value 

Male 53 49 4 0.212 

Female 147 142 5 

Chisquare = 1.558, df = 1

Sex distribution of patients in relation to serum CrAg.Table 5



significant association with serum CrAg in univariate 
analysis while vomiting and cough were not statis-
tically significant. Excessive alcohol intake, use of ste-
roids and injection of drugs were statistically signifi-
cant while exposure to pigeon droppings and 
smoking were not statistically significant in the uni-
variate analysis (Table 8). 

Discussion 

Serum cryptococccal antigen (CrAg) is a marker for in-
vasive or disseminated cryptococcal infection and the 
most sensitive and specific indicator for systemic 
cryptococcosis.23 A 12 ml blood sample was collected 
from each participant by vein puncture and an aliquot 
of 5 ml was put in a vacutainer bottle for serum 
cryptococcal antigen (CrAg) screening, using the 
cryptococcal antigen lateral flow assay (CrAg LFA), and 
another 5 ml into a container with EDTA (ethylenedia-
mine tetracetic acid) for the determination of CD4 cell 
count. Higher CD4 count implies greater immunity 
against cryptococcal infection in HIV/ AIDS patients. 

CrAg Lateral Flow Assay 
The detection of cryptococcal capsular polysacchar-
ide antigen (CrAg) in serum and cerebrospinal 
fluid  using latex agglutination test (CrAg-latex) or 
enzyme-linked immunoassay (EIA) has been in exist-
ence for over decades.26 They are also remarkable for 
better diagnosis of cryptococcal infection both in 
asymptomatic and symptomatic patients. In recent 
time the cryptococcal antigen lateral flow assay (CrAg 
LFA) was included as a valuable diagnostic tool for 
cryptococcal screening. Unlike the other tests, the 
CrAg LFA is a dipstick immunochromatographic assay 
which is very simple, rapid, low-cost test and requires 
no lab infrastructure. It also meets the WHO assured 
criteria (sensitive, specific, affordable, user-friendly, 
rapid and equipment- free). It has a high sensitivity for 
CrAg of all serotypes.27 The CrAg LFA uses a combina-
tion of two monoclonal antibodies which allows for 
consistent reagent quality and performance. One 
monoclonal antibody is highly reactive with CrAg of 
serotypes A, B, and C, the second monoclonal is highly 
reactive with CrAg of serotypes A and D. When com-
bined the antibodies are highly reactive with CrAg of 
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CD4 count           Negative (%)        Positive (%)           Total (%)          P - value 

<100 6 (54.5)                5 (45.5) 11 

100- 199              16 (88.9)              2 (11.1) 18 

> 200 169 (98.8)            2 (1.2) 171 0.001 

Total 191 (95.5)            9 (4.5) 200 

Chisquare = 49.176  df = 2

Prevalence of serum CrAg in relation to CD4 count of patients.Table 6

Symptoms         Total (%)        +ve -ve OR             95% C.I P 

Headache          81 8 (9.9%)            73 (90.1)           0.428          0.020 - 9.147          0.587 

Fever                 74 9 (12.2%)         65 (87.8%)       0.000          0.000 - 0.000          0.996 

Nausea              61 8 (86.9%)          53 (13.1%)        0.216          0.021- 2.189           0.195 

Vomiting           6 1 (83.3%)          5 (16.7%)          0.269          0.018 - 4.001          0.340 

Cough               37 4 (10.8%)          33 (89.2%)        0.204          0.030 - 1.415          0.108

Multivariate analysis.Table 7



all range of cryptococcal serotypes which is an advan-
tage over CrAg latex and EIA.26 The CrAg LFA is highly 
recommended for use with Serum, plasma, or CSF for 
diagnosis of cryptococcal meningitis or cryptococco-
sis (non – meningeal) in symptomatic patients.27 It is 
also used for screening of serum or plasma in ART-
naïve adults with CD4 counts less than 100 cells/mm3 
in biogeographical regions with a very high preva-
lence of cryptococcal antigenemia. CrAg LFA also has 
the capacity to detect patients with asymptomatic 
cryptococcal infection for urgent preemptive antifun-
gal therapy.27 It also has a better analytical sensitivity 
for C. gattii than CrAg- latex or EIA.26 

In this study, CrAg LFA was used because of its effi-
ciency in detecting cryptococcosis at an early stage 
both in symptomatic and asymptomatic patients. 
There was no need for pretreatment of sample as is 
always the case in Latex agglutination test.27 The test 

is small, lightweight and requires no refrigeration with 
a long shelf life (in the case of delivery). The result was 
very rapid (produced in 10 minutes). 

The prevalence of Cryptococcal antigen observed 
in this study was 4.5% among 200 HIV-positive pa-
tients. This is low compared to previous studies done 
in the University of Benin Teaching Hospital (UBTH), 
Nigeria (9.8%),23 University of Calabar Teaching Hos-
pital (UCTH) (13.1%),28 and in Ethiopia (8.4%).29 This 
disparity in reported prevalence could be due to the 
measures taken to combat this fungal infection in 
Nigeria since 2012, such as the majority of the patients 
undergo antiretroviral therapy (ART), and the patients 
are started on fluconazole as soon as they are positive 
to cryptococcal infection. Patients are also aware of 
the risk factors associated with this infection and they 
adhere strictly to the advice given to them by the 
physician during counseling. This study corroborates 
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Diseases Total          +ve                -ve OR            95% CI P- value 
(100%) 

Tuberculosis 11               1 (90.9%)       10 (9.1%)       0.442         0.050 - 3.887         0.462 

Hepatitis 4                1 (75%)          3 (25%)          0.089         0.012 - 1.367         0.089 

Diabetes 5                1 (20%)          4 (80%)          0.171         0.017 - 1.711         0.133 
mellitus 

RISK FACTORS 

Exposure 
to pigeon droppings        5                1 (20%)          4 (80%)          0.171         0.017 - 1.711         0.133 

Alcohol intake                26              5 (19.2%)       21(80.8%)      0.099         0.025 - 0.397         0.001 

Smoking 14              2 (14.3%)       12 (85.7%)     0.235         0.044 - 1.255         0.090 

Use of steroids                8                4 (50.0%)       4 (50.0%)       0.027         0.005 - 0.139         0.000 

Smoke/ inject drugs        9                3 (33.3%)       6 (66.7%)       0.065         0.013 - 0.323         0.001 

Clinical symptoms 

Headache 81              8 (9.9)            73 (90.1%)     0.077         0.009 - 0.631         0.017 

Fever 74              9 (12.2%)       65 (87.8%)     0.878         0.807 - 0.956          - 

Nausea 61              8 (86.9%)       53 (13.1%)     0.048         0.006 - 0.393         0.005 

Vomiting 6                1 (83.3%)       5 (16.7%)       0.215         0.022 - 2.062         0.183 

Cough 37              4 (10.8%)       33 (89.2%)     0.270         0.069 - 1.058         0.060

Univariate analysis.Table 8



with low prevalence of serum CrAg 2% and 5% re-
ported in developing countries such as Vietnam,30 and 
South Africa31 respectively. This shows that the burden 
of cryptococcosis as an opportunistic infection in HIV- 
infected individuals in subSaharan Africa has been re-
duced drastically. The 2.2% prevalence of serum 
cryptococcal antigen recorded among ART treatment 
experienced patients in this study is low compared 
to 7.1% in UCTH,32 9.91% in UBTH24 and 13.1% in Thai-
land.33 Also a 25% serum cryptococcal antigen was 
observed among ART naïve patients. This finding is 
higher than the 12.7% prevalence reported in Benin 
city Nigeria34 and 2.6% recorded among ART naïve 
patients in UCTH.32 This disparity in reported preva-
lence could be due to the population enrolled for the 
study. In the UBTH and UCTH study, larger ART naïve 
numbers (150 and 116) were enrolled for the study 
while in this study only 20 persons were enrolled as 
ART naïve patients. The duration of ART among treat-
ment experienced patients ranged from < 1 year to 
10 years and above among the subjects, the duration 
of ART within 2 – 5 years recorded the highest number 
of patients, the patients within < 1 year to 2 years of 
duration of ART were those ART naïve patients newly 
introduced to antiretroviral therapy (ART) while those 
who have been on ART for 6 years and above who are 
supposed to have a stronger immunity against these 
opportunistic infections but still have a low CD4 count 
(low immunity), could be due to their exposure to 
some ailments like diabetes, cancer e.t.c. that also re-
duce their CD4 count; more attention should be paid 

to these patients as they are more prone to crypto-
coccal infection. In the prevalence of disease con-
ditions associated with CrAg in the population, tuber-
culosis had 11 (5.5%) positive patients followed by 
diabetes mellitus 5 (2.5%) and hepatitis 4 (2.0%); these 
disease conditions are known to reduce immunity 
even though the patients are on ART. Also observed 
in this study was high prevalence of antigenemia 
(45.5%) associated with lower CD4 counts within the 
range of <100 cell/μl. This is similar to previous studies 
done in USA,30 and Nigeria.24,34 This could be a result 
of lack of immunity against this opportunistic infection 
as HIV is characteristically associated with T lympho-
cyte depletion and is highly marked in ART naïve pa-
tients35,36 and as also observed in this study, while a 
low prevalence of antigenemia (1.2%) was associated 
with higher CD4 count within the range of >200 
cells/μl. This is in line with previous studies done in 
Nigeria.23,32 Highly active anti-retroviral therapy 
(HAART) has been reported to improve CD4 counts, 
however patients on HAART that still have low CD4 
counts of < 200 cell/μl are at an increased risk of de-
veloping opportunistic infections which includes 
Cryptococcus neoformans. In sex distribution in relation 
to CrAg, more females were seropositive for CrAg 
when compared to their male counterparts. This could 
be a result of lower CD4 count level among females 
than males, the female population being also higher 
in this study, but no statistically significant difference 
was found (P = 0.212). The majority of patients (7.1%) 
fell between 40-49 years of age. The difference in age 
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Figure 1 Duration of ART.



prevalence was also not statistically significant (P = 
0.731). Risk factors associated with serum CrAg such 
as alcohol intake, cigarette smoking, use of steroids 
and drug abuse (smoked/injected drugs) had a sig-
nificant association with serum CrAg in the univariate 
analysis while exposure to pigeon droppings was not 
significantly associated with serum CrAg. Clinical 
symptoms of CrAg were not statistically significant in 
association with CrAg in the multivariate analysis but 
they were all found to independently predict serum 
CrAg in a univariate analysis except for cough and vo-
miting which were not statistically significant (Tables 
7, 8). History of disease conditions such as tuberculosis, 
hepatitis and diabetes mellitus were also not statis-
tically significant in association with serum CrAg in 
the univariate analysis. A positive serum CrAg in a 
symptomatic (such as fever, nausea, headache) HIV-
positive patient on ART, may imply primary crypto-
coccal meningitis in the background of immune sup-
pression or immune reconstitution syndrome (IRIS) 
resulting from the initiation of ART, in the background 
of disseminated cryptococcosis. The former scenario 
would benefit from the management of the menin-
gitis while the later would benefit from both menin-
gitis treatment and IRIS treatment. 

Conclusion 

The low prevalence of serum CrAg among HIV- in-
fected patients as found in this study implies that this 
infection has been drastically reduced in Benin city, 
Nigeria, due to the fact that individuals are already 
aware of this fungal infection and the risk factors as-
sociated with it, and the appropriate measures to 
combat this infection are being taken. Patients with 
CD4 count <100 are more prone to cryptococcal infec-
tion. Higher CD4 count implies greater immunity 
against cryptococcal infection in HIV/AIDS. ART treat-
ment experienced patients have higher immunity 
against CrAg than ART naïve patients because HAART 
has boosted their immunity. Significant risk factors as-
sociated with serum CrAg are excessive alcohol intake, 
use of steroids and drug abuse as these further reduce 
immunity. Thus, cryptococcal antigen screening 
should be made a routine for all HIV-positive patients 
accessing care in an ART clinic. This will improve the 
lives of patients, reduce morbidity and prevent deaths 
which may arise from cryptococcal meningitis.
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Η μελέτη σχεδιάστηκε για να προσδιορίσει τον επιπολασμό του κρυπτοκοκκικού αντιγόνου 
ορού (CrAg) μεταξύ ασθενών με HIV λοίμωξη στο Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο του Μπενίν 
(UBTH), στην πολιτεία Έντο της Νιγηρίας. Τα κλινικά συμπτώματα, οι παράγοντες κινδύνου 
και το ιστορικό ορισμένων ασθενειών σε συνδυασμό με το CrAg προσδιορίστηκαν σε 200 
ασθενείς με HIV λοίμωξη ηλικίας 18 έως 71 ετών, χρησιμοποιώντας την ανοσοχρωματογρα-
φία ανίχνευσης του κρυπτοκοκκικού αντιγόνου (CrAg LFA). Ο αριθμός CD4 κάθε ασθενή 
προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας το σύστημα μέτρησης BD FACS κυτταρικού διαλογέα 
ενεργοποιημένου με φθορισμό. Χρησιμοποιήθηκε ένα δομημένο ερωτηματολόγιο για τη 
συλλογή πληροφοριών σχετικά με τα δημογραφικά χαρακτηριστικά, και το ιατρικό ιστορικό 
των ασθενών. Το 90% των ασθενών είχαν ιστορικό λήψης θεραπείας ART και το 10% δεν 
είχαν λάβει ποτέ. Στη μελέτη σε 4,5% ανιχνεύθηκε κρυπτοκοκκική αντιγοναιμία. Το ποσοστό 
μόλυνσης ήταν υψηλότερο μεταξύ των ασθενών που δεν είχαν λάβει ART 5/20 (25%) από 
ό,τι στην ομάδα 4/180 που είχε λάβει θεραπεία (2,2%). Η ηλικία δεν είχε σημαντική συσχέτιση 
με το CrAg (P = 0,731). Η συσχέτιση μεταξύ της ποσότητας CrAg ορού και του αριθμού CD4 
βρέθηκε να είναι σημαντική (P <0,001). Περισσότερες γυναίκες ήταν θετικές στο CrAg σε 
σύγκριση με τους άντρες, αλλά αυτή η διαφορά δεν ήταν στατιστικά σημαντική. Το ιστορικό 
προηγούμενων ασθενειών, όπως η φυματίωση, η ηπατίτιδα και ο σακχαρώδης διαβήτης δεν 
ήταν στατιστικά σημαντικό μεταξύ των ασθενών. Η έκθεση σε παράγοντες κινδύνου, όπως 
η πρόσληψη αλκοόλ, η χρήση στεροειδών και η ενδοφλέβια χρήση ναρκωτικών ήταν στα-
τιστικά σημαντική, ενώ το κάπνισμα και η έκθεση σε περιττώματα περιστεριών ήταν μη στα-
τιστικά σημαντική. Αν και ο επιπολασμός του CrAg ορού ήταν χαμηλός στην παρούσα 
μελέτη, οι παράγοντες κινδύνου που σχετίζονται με την κρυπτοκόκκωση πρέπει να απο-
φεύγονται. Επιπλέον, θα πρέπει να εφαρμόζεται έλεγχος ρουτίνας για τη βελτίωση της υγείας 
και τη μείωση της νοσηρότητας. Σε αυτή τη μελέτη βρέθηκε επίσης ότι η κρυπτοκοκκική 
λοίμωξη αφορά ασθενείς με AIDS και όχι ασθενείς με HIV, όπως γενικά γίνεται αντιληπτό.
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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 εκπαί-
δευση των Βιοπαθολόγων, Κλινικών Μικροβιολό-
γων, αλλά και κάθε επιστήμονα που ασχολείται με 
την εργαστηριακή και κλινική ιατρική. 

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

 
 

Πρόσβαση στο περιοδικό 
Η πρόσβαση στο περιοδικό γίνεται με ηλεκτρονικό 
τρόπο, σε όλα τα μέλη της Ελληνικής Μικροβιολο-
γικής Εταιρίας, μέσω της ιστοσελίδας του περιοδι-
κού της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρίας 
(https://acta.hms.org.gr/). 

 
 

Διαδικασία υποβολής προς δημοσίευση 
Τα άρθρα υποβάλλονται αποκλειστικά μέσω της 
ηλεκτρονικής πλατφόρμας στο www.hms.org.gr 
(Περιοδικό/Ηλεκτρονική Υποβολή Άρθρων). Χειρό-
γραφα που παραλαμβάνονται με το ταχυδρομείο, 
ανεξάρτητα της ύπαρξης ή όχι ηλεκτρονικού αρ-
χείου, δεν θα λαμβάνονται υπ’ όψιν. Το υποβαλλό-
μενο άρθρο θα πρέπει να συνοδεύεται από επι-
στολή-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 δημοσίευση κά-
που αλλού. Επίσης θα πρέπει να αναφέρεται κάθε 
σύγκρουση συμφερόντων όλων των συγγραφέων. 
Κατά την παραλαβή, το άρθρο ελέγχεται για την 
πληρότητα και στη συνέχεια αποστέλλεται απαντη-
τικό ηλεκτρονικό μήνυμα στον υπεύθυνο για αλλη-
λογραφία συγγραφέα. 

Είδη άρθρων προς δημοσίευση 
 
Δημοσιεύονται οι παρακάτω κατηγορίες άρθρων: 

Ερευνητικές εργασίες: Περιέχουν αποτελέσματα 
εργαστηριακών, επιδημιολογικών ή κλινικών μελε-
τών προοπτικού ή αναδρομικού χαρακτήρα που 
δημοσιεύονται για πρώτη φορά. Η έκταση του κει-
μένου χωρίς τη βιβλιογραφία δεν πρέπει να υπερ-
βαίνει 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 
Συντακτική Επιτροπή, μετά από πρόταση των εκά-
στοτε κριτών, διατηρεί το δικαίωμα να συστήσει 
στους συγγραφείς να μετατρέψουν μια πλήρη ερευ-
νητική εργασία 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 δημοσιεύσεων. 

 
Ενδιαφέρουσες περιπτώσεις: Αποτελούν νέες ή 

πολύ σπάνιες περιπτώσεις νοσημάτων, σπάνιες εκ-
δηλώσεις, 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 

θέματα, στα οποία παρουσιάζονται οι πρόσφατες 
εξελίξεις ή αναφέρονται τα συμπεράσματα σειράς 
ερευνητικών μελετών των συγγραφέων. Οι ανασκο-
πήσεις γράφονται από έναν ή περισσότερους συγ-
γραφείς, ανάλογα με τη θεματολογία τους. Η έκταση 
του κυρίως κειμένου να μην υπερβαίνει τις 10.000 
λέξεις και η βιβλιογραφία τις 100 παραπομπές. 

 
Επιστολές προς την Σύνταξη: Περιέχουν κρίσεις 

ή παρατηρήσεις για δημοσιευμένες μελέτες κ.λπ. Η 

ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 
Οδηγίες προς τους συγγραφείς



έκτασή τους να μην υπερβαίνει τις 500 λέξεις και η 
βιβλιογραφία τις 5 αναφορές. 

 
Άρθρα της Σύνταξης: Σύντομα άρθρα σχολια-

σμού ή κρίσης επίκαιρων θεμάτων, τα οποία γρά-
φονται 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 εκτέ-
λεση της συγκεκριμένης έρευνας που παρουσιάζει 
το άρθρο, σύμφωνα με τις οδηγίες της Διεθνούς 
Επιτροπής Συντακτών Ιατρικών Περιοδικών (ICMJE): 
[http://www.icmje.org/ethical_1author.html]. Το πε-
ριοδικό θεωρεί όλους τους συγγραφείς, ανεξάρτητα 
της σειράς τους, ως φέροντες εξίσου την πλήρη ευ-
θύνη 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 στε-
λέχη, αναλώσιμα ή αντιδραστήρια, έδωσαν οικο-
νομική βοήθεια μέσω δημόσιας ή ιδιωτικής χρημα-
τοδότησης, ή συμπλήρωσαν ερωτηματολόγια, δεν 
μπορούν να θεωρηθούν ότι πληρούν τα κριτήρια 
του συγγραφέα. Επίσης τα κριτήρια αυτά δεν πλη-
ρούν άτομα που σχολίασαν, ή διόρθωσαν ή παρεί-
χαν συμβουλές κατά τη διαδικασία της συγγραφής 
μέρους ή όλου του άρθρου. Αυτά τα άτομα μπο-
ρούν 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 πάνω. Τέλος, αναφέρεται ρητά ότι ο τίτλος του 
συγγραφέα δεν μπορεί να αποδοθεί «τιμής ένεκεν» 
λόγω θέσης. Τυχόν διαφωνίες που ανακύψουν σχε-
τικά με την απονομή του τίτλου του συγγραφέα ή 
την σειρά των συγγραφέων σε ένα άρθρο, θα ση-
μαίνουν αυτόματα την αναστολή της διαδικασίας 
κρίσης, έως ότου αυτά λυθούν, είτε από το σύνολο 
των συγγραφέων, ή από την αρμόδια επιτροπή βι-
οηθικής και δεοντολογίας του ιδρύματος προέλευ-
σης 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 αναλυτικά ο τρόπος με τον οποίο 
αυτό αποκτήθηκε και πως δόθηκε η άδεια. Κάθε οι-
κονομική 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 Ια-
τρικών Περιοδικών (ICMJE): 
[http://www.icmje.org/ethical_4conflicts.html]. Θα 
πρέπει να αναφέρεται κάθε χρηματοδότηση που 
θα μπορούσε να οδηγήσει ή να υπονοήσει κατευ-
θυνόμενη εξαγωγή συμπερασμάτων, όπως επίσης 
κάθε οικονομική δραστηριότητα που μπορεί να έχει 
σχέση με την μελέτη (π.χ. και όχι περιοριστικά, προ-
ηγούμενη κατοχή μετοχών ή συμμετοχή σε Διοικη-
τικά Συμβούλια ή λήψη χρηματοδότησης για ομιλίες 
από εταιρία της οποίας τα προϊόντα ελέγχονται στην 
συγκεκριμένη μελέτη, κ.λπ.). Η μη ύπαρξη σύγκρου-
σης συμφερόντων θα πρέπει επίσης να αναφέρεται. 
Εδώ σημειώνεται ότι οι λεπτομέρειες της σύγκρου-
σης συμφερόντων δεν δημοσιεύονται μαζί με το 
άρθρο, αλλά παραμένουν στην Συντακτική Επι-
τροπή υπό αυστηρή εχεμύθεια. Στο άρθρο δημο-
σιεύεται μια γενικόλογη φράση, π.χ. «Ο συγγραφέας 
Χ.Χ έλαβε ενίσχυση από την εταιρία Ψ.Ψ. για ερευνητι-
κούς σκοπούς, ή για ομιλίες σε συνέδρια κ.λπ.». Απο-
τυχία της συμμόρφωσης με αυτή την οδηγία θα 
οδηγεί σε επιστροφή του άρθρου για συμπλήρωση, 
πριν την επιστημονική κρίση. Σε περίπτωση που εκ 
των υστέρων αποκαλυφθεί σύγκρουση συμφερό-
ντων που δεν δηλώθηκε, η συντακτική επιτροπή 
διατηρεί το δικαίωμα να το αναφέρει σε επόμενο 
τεύχος με την μορφή «Ο συγγραφέας Χ.Χ. δεν δήλωσε 
πιθανή σύγκρουση συμφερόντων, σχετικά με το άρ-
θρο Ζ.Ζ. και την εταιρία Ψ.Ψ.». 

 
 

Οδηγίες σύνταξης άρθρων 
Για τη σύνταξη των άρθρων το περιοδικό ακολου-
θεί τις υποδείξεις της Διεθνούς Επιτροπής Συντα-
κτών Ιατρικών Περιοδικών (ICMJE): 
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[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 υπολογι-
στή και λογισμικού επεξεργασίας κειμένου, δακτυ-
λογραφείται σε μορφοποίηση μεγέθους σελίδας Α4 
(212 x 297 mm) με περιθώρια εκατέρωθεν τουλά-
χιστον 2,5 cm, σε διπλό διάστημα και με συνεχή 
αρίθμηση σειρών στο αριστερό περιθώριο (Μενού: 
Διάταξη σελίδας/Αρίθμηση 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 περί-
ληψη με τις λέξεις κλειδιά στα αγγλικά, το κυρίως 
κείμενο, τις ευχαριστίες, τη δήλωση σύγκρουσης 
συμφερόντων, τη δήλωση άδειας από την αρμόδια 
Επιτροπή Βιοηθικής ή/και τον ΕΟΦ (εφόσον απαι-
τείται, σύμφωνα με την κείμενη νομοθεσία, για 
ερευνητικές εργασίες παρεμβατικού τύπου), τη βι-
βλιογραφία, τους πίνακες και τις λεζάντες των εικό-
νων. Οι εικόνες θα πρέπει να υποβάλλονται σε 
ξεχωριστά αρχεία, σύμφωνα με τις οδηγίες 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 
επώνυμο), (γ) το εργαστήριο ή την κλινική και το νο-
σοκομείο ή το ίδρυμα από το οποίο προέρχεται η 
εργασία, (δ) την πλήρη διεύθυνση του υπεύθυνου 
για την αλληλογραφία συγγραφέα, συμπεριλαμβα-
νομένου ενός αριθμού τηλεφώνου και μιας ενερ-
γούς διεύθυνσης ηλεκτρονικής αλληλογραφίας 
(e-mail) και (ε) βραχύ τίτλο όχι μεγαλύτερο από 40 
γράμματα με τα διαστήματα. Όλες οι παραπάνω 
πληροφορίες θα πρέπει να αναφέρονται στην Ελ-
ληνική γλώσσα και στη συνέχεια και στην Αγγλική 
γλώσσα. 

 
Η περίληψη θα πρέπει να έχει έκταση 250–400 

λέξεις (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 παραγράφους (Σκοπός, Υλικό-Μέθοδος, Απο-
τελέσματα, Συμπεράσματα). Κάτω από την περί-
ληψη 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 αποδίδονται στα Ελληνικά 
σύμφωνα με το ΙΑΤΡΟΤΕΚ (MeSH-Hellas-Βιοϊατρική 
Ορολογία). 

 
Το κυρίως κείμενο θα πρέπει να χωρίζεται στα 

τμήματα: Εισαγωγή, Υλικό και μέθοδοι, Αποτελέ-
σματα, Συζήτηση, εκτός από τις ενδιαφέρουσες πε-
ριπτώσεις που θα πρέπει να αποτελούνται από τα 
τμήματα: Εισαγωγή, Περιγραφή περίπτωσης, Σχό-
λιο ή Συζήτηση. Στο Υλικό και Μέθοδοι περιγρά-
φεται λεπτομερώς ο τρόπος επιλογής του υλικού ή 
των ασθενών, καθώς και οι μέθοδοι που εφαρμό-
σθηκαν, ώστε η έρευνα να μπορεί να αναπαραχθεί 
από ερευνητές που επιθυμούν την εφαρμογή της. 
Σε περιπτώσεις ερευνών που αφορούν σε ανθρώ-
πους, πρέπει να διευκρινίζεται ότι τηρήθηκε η Δια-
κήρυξη του Ελσίνκι (1975) και θα πρέπει να αναφέ-
ρεται εάν η μελέτη έχει λάβει έγκριση από την 
αντίστοιχη Επιτροπή Βιοηθικής και Δεοντολογίας. 
Στα αποτελέσματα θα πρέπει να αναφέρονται ανα-
λυτικά τα αποτελέσματα με μορφή κειμένου ή πι-
νάκων (όσο πιο συνοπτικά γίνεται, χωρίς επαναλή-
ψεις). Στη συζήτηση μπορεί να γίνει σύγκριση με 
τα αποτελέσματα άλλων εργασιών και να αναφέ-
ρονται τα συμπεράσματα, τα οποία προκύπτουν 
από τα αποτελέσματα 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 πραγματοποί-
ηση της έρευνας, όπως προαναφέρθηκε πιο πάνω. 

 
Η δήλωση σύγκρουσης συμφερόντων θα πρέ-

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

Βιοηθικής ή τον ΕΟΦ (για μελέτες που αυτό απαι-
τείται σύμφωνα με την κείμενη νομοθεσία, π.χ. με-
λέτες παρεμβατικού τύπου, με ασθενείς, μελέτες 
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ασθενών-μαρτύρων, κ.λπ.) θα πρέπει να περιλαμ-
βάνει τον αριθμό πρωτοκόλλου και την ημερομηνία 
έγκρισης. Καθίσταται σαφές ότι δεν μπορεί να δη-
μοσιευθεί μελέτη για την οποία οι συγγραφείς ζή-
τησαν αναδρομικά έγκριση για εργασίες που ήδη 
είχαν γίνει. Οι επιδημιολογικές μελέτες, οι εργασίες 
ελέγχου της μικροβιακής αντοχής, οι συγκρίσεις ερ-
γαστηριακής μεθοδολογίας και οι παρουσιάσεις πε-
ριστατικών αποτελούν είδη ερευνητικών εργασιών 
που δεν απαιτούν παρόμοια 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 ανα-
τρέχουν στο τυπωμένο κείμενο, είτε σε έντυπη, είτε 
σε ηλεκτρονική μορφή (αρχεία .pdf). Όλοι οι συγ-
γραφείς ενός άρθρου θεωρούνται από κοινού υπεύ-
θυνοι για την σωστή αναπαραγωγή των βιβλιογρα-
φικών αναφορών του άρθρου και η συντακτική 
ομάδα του περιοδικού δεν ελέγχει την τυπογραφική 
ακρίβειά τους. Κόστος διόρθωσης λάθους αναφο-
ράς που τυχόν ζητηθεί από τρίτο άτομο μετά την 
τελική εκτύπωση του τεύχους του περιοδικού, επι-
βαρύνει εξ ολοκλήρου τους συγγραφείς. Η αρίθ-
μηση των αναφορών στο κείμενο γίνεται με την 
σειρά που αναφέρονται στο κείμενο, με αραβικούς 
αριθμούς, ως εκθέτες, μετά τα σημεία 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 ονό-
ματος 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 περισ-
σότεροι από έξι, αναγράφονται τα πρώτα έξι ονό-
ματα και ακολουθεί η λέξη “et al.” με πλάγια γράμ-
ματα, ή «και συν.» για ελληνικό άρθρο (π.χ. Garcia 
HH, Herrera G, Gilman RH, Tsang VC, Pilcher JB, Diaz 
JF et al. Discrepancies between cerebral computed 

tomography and western blot in the diagnosis of 
neurocysticercosis. Am J Trop Med Ηyg 1994; 50:152-
157). Σε περίπτωση αναφοράς ονομάτων συγγρα-
φέων στο κείμενο, αναγράφεται μόνο το επώνυμό 
τους. Εάν οι συγγραφείς είναι δύο, μεταξύ των επω-
νύμων τοποθετείται η λέξη “and” ή «και» (για ελλη-
νική δημοσίευση). Αν το άρθρο είναι ανυπόγραφο, 
στη θέση των ονομάτων των συγγραφέων αναφέ-
ρεται “Anonymous” ή  «Ανώνυμος» (για ελληνική δη-
μοσίευση). Για τα ηλεκτρονικά περιοδικά που δεν 
έχουν σελιδοποίηση, ή όπου αυτό επίσης είναι εφι-
κτό, μετά την συντομογραφία του τίτλου του περιο-
δικού θα πρέπει να αναφέρεται ο κωδικός DOI (Di-
gital 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 τε-
λική δημοσίευσή τους. Ακολουθείται η προηγού-
μενη οδηγία και μετά την συντομογραφία του 
περιοδικού αναγράφεται “in press” ή «υπό δημοσί-
ευση». Εάν κατά την διάρκεια της διαδικασίας κρί-
σης το άρθρο τελικά δημοσιευθεί, οι συγγραφείς 
είναι υπεύθυνοι για την ανανέωση της αναφοράς με 
τα στοιχεία του περιοδικού (τεύχος, σελίδες ή νού-
μερο DOI). 

Σύγγραμμα: αναφέρονται το όνομα του συγγρα-
φέα, ο τίτλος, ο αριθμός της έκδοσης (αν υπάρχουν 
περισσότερες από μία), ο εκδότης, ο τόπος έκδο-
σης, το έτος και οι σελίδες της αναφοράς. Για τα κε-
φάλαια βιβλίων αναφέρεται επιπλέον μετά το 
όνομα του εκδότη και ο τίτλος του βιβλίου (π.χ. Grif-
fiths WD. Old world cutaneous leishmaniasis. In: Pe-
ters W, Killick-Kendrick R (eds). The leishmaniases in 
biology and medicine. Vol. II. London, 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 πα-
ρέλθει πάνω από δύο έτη από την παρουσίασή 
τους, αναφέροντας το όνομα του πρώτου συγγρα-
φέα, το συνέδριο και την σελίδα του τόμου πρακτι-
κών (π.χ. Juncosa B et al, XVII Lancefield Internatio-
nal Symposium on Streptococci & Streptococcal 
Diseases, Porto Heli, Greece, 2008, pp63 ). Με πα-
ρόμοιο τρόπο θα πρέπει να αναγράφονται και οι 
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αναφορές σε ιστοσελίδες, όπου επιπλέον θα πρέπει 
να αναφέρεται και η ημερομηνία της τελευταίας 
επίσκεψης και ελέγχου από τους συγγραφείς (π.χ. 
http://www.mednet.gr/whonet, τελευταία επί-
σκεψη, 1η Μαΐου 2013). 

 
Οι φωτογραφίες, τα σχήματα, τα διαγράμματα 

κ.λπ. ονομάζονται ως εικόνες (εφόσον είναι φωτο-
γραφίες) ή γραφήματα (εφόσον είναι σχέδια), ανα-
φέρονται στα σημεία του κειμένου όπου αντιστοι-
χούν και αριθμούνται με αραβικούς αριθμούς 
(εικόνα 1, εικόνα 2, κ.ο.κ.). Υποβάλλονται ηλεκτρο-
νικά ως ανεξάρτητα αρχεία εικόνων (JPEG, TIFF, EPS, 
κλπ.) στην υψηλότερη δυνατή ανάλυση (το λιγότερο 
300 dpi για ασπρόμαυρες ή έγχρωμες φωτογραφίες 
και 600 dpi για γραφήματα που περιέχουν σχέδια 
και γράμματα) και όχι ενσωματωμένα στο αρχείο 
κειμένου του άρθρου. Η τελική αποδοχή προϋπο-
θέτει 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 συνε-
χόμενους αραβικούς αριθμούς (πίνακας 1, πίνακας 
2, κ.ο.κ.). Οι πίνακες δακτυλογραφούνται σε διπλό 
διάστημα και σε ξεχωριστή σελίδα ο καθένας. Η 
έκταση κάθε πίνακα καλόν είναι να μην υπερβαίνει 
τη μία σελίδα. Όλοι οι πίνακες πρέπει να έχουν λε-
ζάντες, οι οποίες γράφονται στο άνω μέρος της 
αντίστοιχης σελίδας. Τυχόν επεξηγήσεις αναφέρο-
νται με παραπομπές στο τέλος του πίνακα. 

 
Στην ονοματολογία και στις μονάδες μέτρησης, 

οι φαρμακευτικές ουσίες αναφέρονται με την χη-
μική και όχι την εμπορική ονομασία τους. Οι μονά-
δες των διαφόρων μεγεθών αναφέρονται με τους 
διεθνώς παραδεκτούς συμβολισμούς και όχι με τις 
ελληνικές ονομασίες τους. Για παράδειγμα, γράφε-
ται κύτταρα/μl και όχι κύτταρα κ.κ.χ. Η ονοματολο-
γία των βακτηρίων είναι αυτή που αναφέρεται στο: 
Approved lists of Bacterial 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 ταξινόμηση των ιών 
(ICTV), όπως αναφέρονται στο Virus Taxonomy: 
Classification and nomenclature of viruses, Seventh 
report of the international Committee on Taxo-
nomy 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 μέθο-
δοι, αποτελέσματα συζήτηση»). 

 
Οι επιστολές προς την Σύνταξη και τα άρθρα 

της Σύνταξης ακολουθούν τις προηγούμενες γενικές 
οδηγίες, εκτός του γεγονότος ότι δεν έχουν περίληψη 
ή κεφαλαιοποίηση (υποβάλλονται σε μια ενιαία πα-
ράγραφο). 

 
 

Διαδικασία κρίσης 
Όλες οι εργασίες που υποβάλλονται κρίνονται από 
τουλάχιστον έναν εξωτερικό κριτή και από την 
ομάδα σύνταξης του περιοδικού. Οι κριτές μπορεί 
να αποτελούν 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 εργασίας να ολοκληρώνεται σε 
εύλογο χρονικό διάστημα (τρεις έως τέσσεριςεβδο-
μάδες) από την ημερομηνία υποβολής της. Όλη η 
αλληλογραφία πραγματοποιείται μέσω της ηλε-
κτρονικής διεύθυνσης (email) του υπεύθυνου συγ-
γραφέα, γι’ αυτό τον λόγο ένας ενεργός λογαριασμός 
ηλεκτρονικού ταχυδρομείου είναι απολύτως απα-
ραίτητος. Σε περίπτωση που οι κριτές ζητήσουν 
διορθώσεις ή προτείνουν αλλαγές, το τελικό διορ-
θωμένο κείμενο υποβάλλεται εκ νέου από τον υπεύ-
θυνο συγγραφέα, σε διάστημα τριών εβδομάδων 
από την επιστροφή του για τροποποίηση και συνο-
δευόμενο 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 απο-
δοχή, η μελέτη αποστέλλεται στο τυπογραφείο. Οι 
συγγραφείς, εφόσον το επιθυμούν, δύνανται να λά-
βουν τυπογραφικά δοκίμια για έλεγχο. Τα δοκίμια 
πρέπει να επιστρέφονται στο Τυπογραφείο σε τρείς 
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το πολύ ημέρες με την χρήση ηλεκτρονικού ταχυ-
δρομείου. Εφόσον οι συγγραφείς επιθυμούν ανάτυπα, 
θα πρέπει να αποστείλουν επιστολή που θα δηλώ-
νουν τον αριθμό ανατύπων που επιθυμούν. Η σχετική 
δαπάνη βαρύνει εξ ολοκλήρου 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 δη-
μοσίευση, ο υπεύθυνος συγγραφέας θα πρέπει να 

συμπληρώσει και να υπογράψει την επιστολή ανά-
θεσης της άδειας έκδοσης που μπορεί να βρει στην 
ιστοσελίδα της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εται-
ρίας. Η συμπληρωμένη φόρμα θα πρέπει να ταχυ-
δρομηθεί (κατά προτίμηση με συστημένη επιστολή 
ή υπηρεσία ταχυμεταφοράς) στην διεύθυνση «Συ-
ντακτική Επιτροπή, Δελτίο Ελληνικής Μικροβιολο-
γικής Εταιρείας, ASCENT ΙΚΕ, Μιχαλακοπούλου 29, 
115 28, Αθήνα». Σημειώνεται εδώ ότι μόνο μετά την 
παραλαβή της επιστολής θα ξεκινάει 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 
(Journal of HMS) is the official Journal of the Hellenic  
Society 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 Microbiology 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, 
Parasitology, Mycology, Virology) and to the other 
subspecialties of Medical Biopathology (Laboratory 
Haematology- Blood Donation, Medical Biochemistry 
and Immunology). In addition, Journal of HMS is an 
appropriate forum for the publication of information 
related to the role of the laboratory in both the 
management of infectious diseases and the eluci-
dation of the epidemiology of infections. Manuscripts 
which present the results of original scientific inve-
stigations are encouraged. 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 Microbiol-
ogy can access the journal through the HMS web-
site (https://acta.hms.org.gr/). 
 
 
Submission procedure for publication 
Submit your manuscript through our online system 
www.hms.org.gr (Journal/Submission). Manuscripts 
received by post, regardless of whether compleme-

nted 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 con-
firming that all authors involved have read the ma-
nuscript and agree with its submission, and that 
neither the article nor a substantial part of it have 
been published or submitted for publication else-
where. In addition, 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 ch-
arge of the correspondence. 

 
 

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

Original articles: contain the results of prospec-
tive or retrospective laboratory, epidemiological or 
clinical studies which are published for the first 
time. The length of the text -excluding literature- 
should not exceed 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 
smaller and does not exceed 1,800 words, two ta-
bles or figures and 15 bibliographical references. 
They relate to studies that do not justify the scope 
of a full research paper. The Editorial Board reserves 
the right to ask the authors to convert a research 
paper into a short-form paper, upon a relevant pro-
posal by the respective referees, when they consi-
der 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 

JOURNAL OF THE HELLENIC MICROBIOLOGICAL SOCIETY 
Instructions to authors 



new diagnostics criteria or new therapeutic meth-
ods. 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 ana-

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

 
Letters to the Editors: contain opinions or com-

ments on published studies, etc. Their length sh-
ould be no more than 500 words, including up to 5 
references.  

 
Editorial articles: brief articles commenting on 

or assessing contemporary issues, published upon 
invitation by the Editorial Board. Their length sh-
ould 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 respon-
sibility of an article, including its title and order of 
appearance of other authors. Any individuals who 
offered specific equipment or facilities, clinical or 
reference strains, consumables or reagents, finan-
cial 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 during the writing process of the article 
cannot be included as authors. Rather, these indi-
viduals can be mentioned in the Acknowledgements 
section. Working groups can be included as auth-

ors, provided that all group members fulfill the cri-
teria mentioned above. Finally, it is explicitly stated 
that no individual can be included as an author ho-
noris causa, because of a position 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 trig-
ger 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 Acknowledge-
ments section must have been approved by the for-
mer beforehand. In case of material which has been 
published in any other manner and is subject to co-
pyright provisions, the way in which this material 
and the permission to publish it were acquired has 
to be indicated in detail. Any relevant funding, ei-
ther from public or private sources, must be expli-
citly stated. 
 
 
Conflict of interest 
All authors must state any conflict of interest in the 
article, regarding the study under publication, ac-
cording to the guidelines of the International Com-
mittee of Medical Journal Editors (ICMJE):  
[http://www.icmje.org/ethical_4conflicts.html]. 
Any source of funding with direct or indirect impli-
cations of biased conclusions has to be mentioned, 
along with any financial activity that could be asso-
ciated with the study (for instance –and not exclu-
sively– previous shareholding or participation in 
Boards of Directors, financing of lectures by specific 
companies whose products are examined in the 
study, etc.). Nonexistence of conflicting interests sh-
ould also be mentioned. At this point, it should be 
noted that all details regarding conflicting interests 
are not published together 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 phrase, e.g. “Author XX re-
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ceived support from the company YY for research pur-
poses, or for lectures at conferences, etc.” Failure to co-
mply with this guideline will result in the article 
being returned to its authors for completion, before 
its scientific evaluation. Should an undeclared con-
flict 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 conflict of 
interest concerning article ZZ and company YY”. 
 
Guidelines for writing articles 
Regarding the writing of articles, the journal co-
mplies 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 guide-
lines can lead to the article being returned for ad-
justments and resubmission, prior to its evaluation.  

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

 
Research papers, Short-form papers and Inte-

resting cases should have a common structure and 
include the following sections in a single text file 
(word, text or other): title page, Greek abstract with 
key words (for manuscripts in Greek), English ab-
stract with key words, main body of the text, ackno-
wledgements, declaration of competing interests, 
declaration of authorization by the competent Bi-
oethics Committee and/ or the National Organiza-
tion for Medicines (for Greek authors EOF) (when 
required, in accordance with current legislation, in 
the case of interventionist research papers), refe-
rences, tables and image captions. 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 

includes: (a) the title of the article, where no abbre-
viations 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 car-
ried out, (d) the full address of the author in charge 
of correspondence, 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 ab-
stract should not exceed 250 words) in the Greek 
and English language (for a Greek speaking article) 
or solely in English (for an English speaking article) 
and it should be divided into four paragraphs (Aim 
of the study, Materials 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 Medicus and be attribu-
table to Greek according to ΙΑΤRΟΤΕΚ (MeSH-Hel-
las-Biomedical Terminology). 

 
The main body of the text, for the Research pa-

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

In the Materials and Methods section, the way 
in which the material or patients were selected is 
described in detail, as well as the methods imple-
mented, in order for other researchers to be able to 
reproduce the research. In case that the research in-
volves people, compliance with the Declaration of 
Helsinki (1975) has to be stated, whereas it should 
also be defined whether the study has been appro-
ved by the respective Bioethics and Ethics Commit-
tee and the respective decision No has to be 
quoted (please see below). 

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

 
The Acknowledgements section has to be ad-

dressed 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 Orga-
nization for Medicines (for Greek authors-EOF) 
(when required in accordance with current legisla-
tion, e.g. for interventionist research papers, rese-
arch involving patients, studies of patients-witnes-
ses, etc.) must include the protocol number and 
date of authorization. It is made clear that no rese-
arch can be published for which the authors reque-
sted retroactive authorization for work that had al-
ready been carried out. Epidemiological studies, 
antimicrobial resistance control reports, compari-
sons between laboratory methodologies 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 printed text in order to ensure proper 
referencing, either in printed or in electronic format 
(.pdf files). The authors of an article are all held 
equally responsible for the proper reproduction of 
references, whereas the Editorial Board of the jour-
nal does not check references for their typographi-
cal 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 re-

ferences follows the sequence in which they appear 
in the text, using Arabic numerals, in the form of su-
perscripts and following punctuation (e.g.: this was 
originally observed by Jones et al.4 and has been 
confirmed by other studies as well.5,7,8-12). 

Published journal articles: The surnames of the au-
thors are written first along with the initials of their 
names without dots, followed by the title of the jo-
urnal in its abbreviated form in italics, then by the 
year, volume number (without the issue number in 
parentheses) and pages (e.g. Klotz SA, Penn CC, 
Negvesky GJ, Butrus SI. Fungal and parasitic infec-
tions of the eye. Clin Microbiol Rev 2000; 13:662-
685). When the authors are more than six, the first 
six names are listed and followed 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 tomography and we-
stern blot in the diagnosis of neurocysticercosis. Am 
J Trop Med Ηyg 1994; 50:152-157). When mentio-
ning 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 surna-
mes. When an article is unsigned, instead of the 
names of the authors the word “Anonymous” is 
used. For electronic 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 clini-
cal use? A Bayesian viewpoint. J Antimicrob Chemo-
ther 2011; doi: 10.1093 /jac/ dkr 138). 

Journal articles under publication: these are articles 
which have been approved and pending final pu-
blication. The previous instructions should be fol-
lowed, whereas the abbreviated journal title is fol-
lowed 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, publi-
cation edition (in case of more than one editions), 
publisher, city of publication, year and page num-
bers. For book chapters, the title of the book must 
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also be mentioned after the name of the publisher 
(e.g. Griffiths WD. Old world cutaneous leishmania-
sis. In: Peters W, Killick-Kendrick R (eds). The leish-
maniases in biology and medicine. Vol. II. London, 
Academic Press, 1987:617-636).  

 
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 presentation, indicating the name of the first 
author, the conference and specific page(s) in the 
volume of the minutes of the conference (e.g. Jun-
cosa B et al, XVII Lancefield International Sympo-
sium on Streptococci & Streptococcal Diseases, 
Porto Heli, Greece, 2008, pp63). References to web-
sites should be listed in a similar manner, further 
indicating the date of the authors’ last access to the 
website (e.g. http://www.mednet.gr/whonet, cited 
1 September 2015). 

 
Photographs, figures, diagrams, etc. are defined 

as images (in case of photos) or graphs (in case of 
drawings) 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 elec-
tronic format 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 attachments to the text file of the article. 
Their final admission requires approval after tech-
nical control. When images do not meet the specifi-
cations, the authors will be requested 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 nu-
merals (Table 1, Table 2, etc.). The tables must be 
typed using double-spacing, at the end of the ma-
nuscript, after the references, in the same file. Each 
table should fit in one page. All tables must be ac-
companied by captions, which are written in the 
upper part of the corresponding page. Any clarifica-

tions are listed as references at the end of the table. 
As far as nomenclature and units of measure-

ment are concerned, pharmaceutical substances 
are mentioned by their chemical rather than by 
their brand name. The various units of measurement 
are referred to according to the internationally ac-
ceptable standards. The nomenclature of bacteria 
can be found in: Approved lists of Bacterial names 
(Skerman VBD, McGowan V, Sneath PHA, ed. Ame-
rican 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 Committee on 
Taxonomy of Viruses (ICTV), as referred to in Virus 
Taxonomy: Classification and nomenclature of vi-
ruses, Seventh report of the international Commit-
tee on Taxonomy of Viruses (van Regenmortel et 
al, ed. Academic Press, San Diego, Calif, 2000). 

 
Reviews follow the same general guidelines ex-

cept for their structure, which should be analogous 
to the subject (i.e. the “introduction, materials and 
methodology, 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 
individual sections (instead, they are submitted in 
a single paragraph). 
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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 Edi-
torial Board or other scientists who are experts on 
the respective subject. Every effort is made so as to 
complete the evaluation process within a reasona-
ble time (three to four weeks) from the date of its 
submission, regardless of whether the paper is ac-
cepted or rejected, or has to be modified. All corre-
spondence 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 cor-
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rections or suggest modifications, the final amen-
ded version will be resubmitted by the author in 
charge, within three weeks from its return and ac-
companied by a relevant letter stating all modifi-
cations made in the text point by point, as well as 
the reasoned acceptance or rejection of the revie-
wers’ proposals. Following its final acceptance, the 
manuscript is sent for printing. If they wish, the au-
thors may receive printing proofs for checking. 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 relevant 
expense is borne entirely by the authors. Extensive 
changes cannot be performed while in the process 

of proof reading without prior permission by the 
Editorial Board. 
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publication and printing permission, which can be 
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mailed (preferably by registered mail or courier) to 
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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 received.
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