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APRESENTAÇÃO DO TRABALHO 

 

 

 O presente trabalho descreve um estudo realizado com extratos vegetais 

preparados a partir de folhas da espécie Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), 

nativa do Rio Grande do Sul. Será apresentado sob forma de artigo, que após 

avaliação da banca, e feitas as devidas correções, será traduzido para o idioma 

inglês e encaminhado à revista “Journal of Applied Microbiology” (ANEXO I). As 

normas para publicação da revista estão descritas no Anexo II. 

 Em relação ao projeto apresentado no TCC I, o texto mencionava a 

realização de um ensaio in vitro com escovas dentárias, porém a metodologia 

proposta não se mostrou adequada, devido á forte coloração dos extratos que 

interferiu na avaliação dos resultados, já que não foi possível avaliar de forma 

inequívoca a ação antimicrobiana e o uso de concentrações mais baixas de extrato, 

diminuindo a coloração, também não seria adequado optou-se por retirar esse 

ensaio do artigo final.  
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 Artigo a ser encaminhado à revista Journal of Applied Microbiology. 
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Significado e impacto do estudo: A cárie dental é reconhecida como uma doença 

infectocontagiosa e seu desenvolvimento ocorre principalmente pela formação de 

biofilme por Streptococcus mutans. Extratos obtidos através de folhas de Eugenia 

pyriformis (Myrtaceae) apresentaram potencial antimicrobiano na formação do 

biofilme dentário, o que demostra que estudos incentivando a busca pelos 

possíveis mecanismos de ação destes extratos são promissores. 

 

Resumo 

A formação de biofilme por bactérias é responsável por inúmeras infecções 

crônicas, as quais não são sensíveis aos antibióticos tradicionais. Comumente, a 

formação de biofilme relaciona-se também ao desenvolvimento de cárie dental 

mailto:eduardome@univates.br
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causada por Streptococcus mutans. O potêncial antibiofilme dos extratos aquoso e 

etanólico de Eugenia pyriformis (Myrtaceae) contra S. mutans foi avaliado 

utilizando modelo de material hidrofóbico em microplacas de poliestireno com 96 

poços em concentrações de 0,4 e 4,0 mg/mL de extrato. Ainda, utilizando a 

metodologia de microdiluição em caldo, foi possível determinar a concentração 

inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima (CBM). Para ambos os 

extratos os valores de CIM e CBM foram de 1,25 mg/mL e 2,50 mg/mL, 

respectivamente. Os extratos apresentaram atividade antibiofilme, demonstrando, 

na concentração de 4,0 mg/mL, uma inibição de 95,74% no extrato aquoso e 

93,25% no etanólico. O extrato aquoso inibiu ainda, nesta mesma concentração, 

98,31% do desenvolvimento das bactérias planctônicas. 

 

Palavras chave 

biofilme, antimicrobianos, cárie dental, Streptococcus mutans, Eugenia pyriformis 

Cambess 

 

Introdução 

O biofilme se constitui em uma comunidade estruturada de células microbianas, 

alocadas em uma matriz polimérica, formada por proteínas, polissacarídeos e DNA 

microbiano extracelular, com capacidade de se aderir a superfícies inertes ou vivas. 

Esta matriz pode ainda abrigar mais de uma espécie microbiana e fornece 

estabilidade estrutural e proteção, além de ter o poder de causar infecções crônicas 

de pouca resposta a antibioticoterapia convencional (Taraszkiewicz et al. 2013). 

A formação de biofilme está relacionada ao desenvolvimento de cárie dental 

(Macedo-Costa et al. 2009; Oliveira et al. 2011). A cárie se origina da perda mineral 
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localizada, cuja causa é a presença de ácidos orgânicos provenientes da 

fermentação microbiana dos carboidratos da dieta (Loesche 1993). Formado por 

uma comunidade de microrganismos que se aderem à superfície dental, no biofilme 

dentário destaca-se a espécie de bactéria Gram-positiva Streptococcus mutans. 

Para o tratamento de doenças bucais, o antisséptico de escolha é a clorexidina, 

porém ela provoca descoloração dos dentes, ulceração da mucosa oral, alteração 

da percepção gustativa e ainda, no caso de uso diário prolongado, resistência 

(Macedo-Costa et al. 2009; Oliveira et al. 2011). 

Para o controle do biofilme, muitas substâncias antimicrobianas são 

utilizadas. Entre elas destacam-se as substâncias naturais, que tem se constituído 

numa alternativa biologicamente viável, por serem muitas vezes amplamente 

disponíveis e obtidas a partir de processos de baixo custo (Vieira 2005). 

Para realização dos ensaios práticos optou-se por trabalhar com a família 

Myrtaceae, que faz parte das principais famílias da flora brasileira e do ponto de 

vista taxonômico, é uma das mais complexas, tanto pelo grande número de 

espécies quanto pela escassez de estudos (Souza e Lorenzi 2012). 

Eugenia pyriformis Cambess é uma espécie nativa do Rio Grande do Sul 

popularmente conhecida como uvaia, uvaieira ou uvalha. Nas folhas e nas hastes 

estão presentes compostos fenólicos, drusas e cristais de oxalato de cálcio 

(Lorenzi 2002; Govaerts et al. 2008; Armstrong et al. 2012). Ramirez e 

colaboradores (2012) demostraram em um estudo que o extrato etanólico dos 

frutos de E. pyriformis apresenta atividade antioxidante in vitro e anti-inflamatória in 

vivo, apresentando assim, potencial para o desenvolvimento de compostos anti-

inflamatórios. O presente trabalho é o primeiro a apresentar a ação antimicrobiana 

e antibiofilme de extratos de folhas da espécia E. pyriformis. 
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 O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano da espécie 

E. pyriformis contra S. mutans. Através da analise da atividade antibiofilme in vitro 

dos extratos aquoso e etanólico e determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) e da concentração bactericida mínima (CBM), in vitro, destes extratos. 

 

Resultados e discussão  

 

Extratos e Perfil Fitoquímico de E. pyriformis 

O extrato aquoso das folhas de E. pyriformis obteve rendimento de 11,38% e o 

extrato etanólico rendeu 18,40%.  

 A partir da análise fitoquímica foi possível verificar a presença de compostos 

fenólicos em ambos os extratos analisados (Tabela 1). Taninos e saponinas foram 

observados, sendo que a presença de taninos também está descrita em diferentes 

espécies do gênero Eugenia, como E. grandis Wight (Nonaka et al. 1987) e 

E. uniflora L. (Lee et al. 1997). 

Terpenos foram verificados somente no extrato etanólico. Alcaloides não 

foram observados em nenhum dos extratos analisados, contudo, em análise 

realizada por Chavasco et al. (2014) em E. pyriformis, coletada no estado de Minas 

Gerais, região sudeste do Brasil, foi identificada a presença de alcaloides em folhas 

e sementes, através de reações de precipitação com os reagentes de Mayer, 

Bertrand, Dragendorff e Bouchardat.  
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Tabela 1 Metabólitos secundários dos extratos aquoso e etanólico de Eugenia 

pyriformis (Myrtaceae) nativa do sul do Brasil. 

Classe de metabólito 

secundário 
Extrato aquoso Extrato etanólico 

Alcaloides _ _ 

Antraquinona _ _ 

Cumarinas _ _ 

Flavonoides _ _ 

Terpenos _ + 

Taninos + + 

Saponinas + + 

(‒) metabólito não encontrado (+) metabolito encontrado 

 

Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima 

Os extratos aquoso e etanólico de E. pyriformis, apresentaram atividade 

bacteriostática in vitro contra S. mutans até a concentração de 1,25 mg/mL, e ação 

bactericida até a concentração de 2,50 mg/mL.  

Ensaios com o extrato aquoso de folhas de limão kaffir [Citrus hystrix (DC)] 

demostraram inibição do crescimento de S. mutans até a concentração de 

125 mg/mL (Kooltheat et al. 2015). Ainda, ensaios com extrato etanólico de própolis 

inibiram o crescimento de S. mutans até a concentração de 2,08 mg/mL (Cardoso 

et al. 2016).  

 Embora os extratos utilizados neste trabalho sejam de polaridades diferentes 

tanto o CIM como o CBM foram iguais, o que sugere que a ação antimicrobiana 
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pode estar relacionada com os metabólitos secundários mais polares, comuns em 

ambos os extratos. 

 

Análise da atividade antimicrobiana e inibidora de formação de biofilme 

Os resultados encontrados para o extrato aquoso de E. pyriformis (Tabela 2), 

demonstram que o crescimento das bactérias planctônicas de S. mutans na 

concentração 4,0 mg/mL foi de apenas 1,69%, portanto, houve uma inibição de 

98,31%; nesta mesma concentração, o extrato etanólico inibiu 78,75%. Na 

concentração mais baixa de 0,4 mg/mL os resultados não foram tão expressivos, 

apresentando inibição de 18,11% no extrato aquoso e nenhuma inibição no extrato 

etanólico.  

 A formação de biofilme na concentração de 4,0 mg/mL, foi de 4,26% no 

extrato aquoso, praticamente metade da encontrada na concentração de 

0,4 mg/mL do mesmo extrato (Tabela 2); havendo assim uma inibição de 95,74% 

na concentração de 4,0 mg/mL e 91,31% na concentração de 0,4 mg/mL. O extrato 

etanólico na concentração de 4,0 mg/mL apresentou uma inibição de 93,25% da 

formação de biofilme, esse resultado não foi tão expressivo na concentração de 

0,4%, havendo inibição de apenas 35,65% das bactérias sésseis. 
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Tabela 2 Atividade antimicrobiana dos extratos aquoso e etanólico de Eugenia 

pyriformis contra Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

Eugenia pyriformis 

Streptococcus mutans 

Crescimento bacteriano (%)  Formação de Biofilme (%) 

4,0 mg/mL 0,4 mg/mL  4,0 mg/mL 0,4 mg/mL 

Extrato Aquoso 1,69± 0,22* 81,89± 10,43*  4,26± 0,38* 8,69± 1,16* 

Extrato Etanólico 21,25± 3,32* 117,79± 12,85*  6,75± 1,27* 64,35± 3,44* 

*diferença significativa em relação ao controle de crescimento (p  0.05). 

 

 O biofilme dentário se constitui em uma comunidade estruturada de células 

microbianas, que se aderem à superfície dental e fornecem estabilidade estrutural 

e proteção (Taraszkiewicz et al. 2013). Deste modo, na leitura da placa, a detecção 

das bactérias planctônicas é interferida pela camada formada pelo biofilme. No 

ensaio para avaliação da CIM essa interferência não existe; por isso os resultados 

se apresentaram aparentemente melhores que os do biofilme, mesmo em 

concentrações semelhantes. 

A extinção do biofilme pode ocorrer, essencialmente, sob duas vias: 

compostos bactericidas, que ocasionarão a inibição do crescimento bacteriano, ou 

compostos bacteriostáticos, que bloquearão a adesão bacteriana. Esses últimos 

são os mais comumente estudados, pois inibem a formação de bactérias sésseis, 

sem afetar o crescimento bacteriano, mantendo assim as bactérias no seu estado 

planctônico, evitando o desenvolvimento de resistência e favorecendo a ação dos 

antibióticos existentes (Trentin et al. 2013; Villa e Cappitelli 2013). Em função disso 

a avaliação do crescimento das bactérias planctônicas juntamente à formação do 
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biofilme se torna indispensável para complementação dos resultados do ensaio.  

Lee et al. (2011) verificaram ação antibiofilme de extratos de 

Aralia continentalis contra S. mutans em concentrações superiores a 2 mg/mL. 

Ensaios realizados com extrato etanólico de S. lychnophora demonstraram 

atividade antibiofilme nas concentrações de 0,01 a 0,04 mg/mL, porém neste 

ensaio a concentração microbiana inicial foi de 5,0 x 105 UFC/ml (Yang et al. 2016). 

Ainda, ensaios realizados com extratos de Dodonaea viscosa contra 

S. mutans demonstraram que na concentração 0,1 mg/mL houve ação bactericida 

de 48% depois de 6 horas de exposição e 71% depois de 24 horas, contudo neste 

ensaio a concentração microbiana inicial também foi menor que a utilizada no 

presente trabalho (Naidoo et al. 2012).  

 Através da analise dos resultados podemos observar que em todos os 

ensaios, os extratos aquoso e etanólico de E. pyriformis apresentaram promissora 

ação antimicrobiana contra S. mutans, o que sugere que extratos vegetais podem 

ser uma alternativa para a substituição ou complementação da antibioticoterapia 

utilizada atualmente. 

 Considerando que ambos os extratos apresentaram os metabólitos taninos e 

saponinas, pode-se propor que, ao menos em parte, estes sejam os responsáveis 

pela ação antimicrobiana, porém para encontrar os possíveis mecanismos de ação, 

estudos mais minuciosos são necessários. 

 Sob o ponto de vista etnofarmacológico, podemos considerar ainda, que a 

utilização do extrato aquoso como forma de infusão (chá) poderia constituir em 

uma alternativa para a prevenção da formação de biofilme por S. mutans e 

contribuir para a diminuição da prevalência de cárie dental em populações 

carentes. 
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Materiais e métodos 

 

Material vegetal 

As folhas de E. pyriformis, foram coletadas no mês de agosto de 2015, no 

município de Cruzeiro do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil (Lat.: -29.988861; Long.: 

-52.054722 WGS84). A identificação da espécie foi realizada pela Profa. Dra. 

Elisete Maria de Freitas, do Centro Universitário UNIVATES. Exsicata da planta foi 

depositada no Herbário HVAT, do Museu de Ciências Naturais da Univates, sob 

código HVAT 3833.  

 

Obtenção dos extratos 

Os extratos aquoso e etanólico foram obtidos conforme Vogel et al. (2011). Após a 

remoção completa dos solventes dos extratos foi calculado o seu rendimento, em 

% (m/m), e em seguida, os mesmos foram armazenados à -8°C, em frascos âmbar. 

 

Screening fitoquímico 

As amostras vegetais de E. pyriformis, foram submetidas à screening fitoquímico 

através de cromatografia em camada delgada (CCD), empregando cromatofolhas 

de alumínio com sílica gel 60 F254 (Merck). A identificação da presença de 

diferentes classes de metabólitos secundários foi realizada com emprego de 

sistema eluente e reagente de visualização específico, associada à visualização 

sob luz ultravioleta em 254 nm e 366 nm, de acordo com Wagner e Bladt (1996). 
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Microrganismos e condições de cultura e análise  

Na avaliação do potencial antimicrobiano e antibiofilme foi empregada cepa 

American Type Culture Collection (ATCC) de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

A superfície utilizada para determinar a adesão bacteriana foi um modelo de 

material hidrofóbico, microplacas de poliestireno com 96 poços, de fundo chato 

(Corning Incorporated, NY, USA). 

O microrganismo foi cultivado em ágar Mueller Hinton (MH), durante 24 

horas, em estufa a 37 C. As suspensões bacterianas foram preparada em solução 

estéril salina a 0,85%. As concentrações microbianas foram ajustadas utilizando 

espectofotômetro (Thermo Scientific, G10S-UV-VIS, EUA) em 625nm. Para o 

biofilme a suspensão foi ajustada para uma turbidez correspondente a 1 na escala 

de McFarland (3x108 UFC/mL), e para o ensaio da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) a suspensão foi ajustada para uma turbidez correspondente a 0,5 na escala 

de McFarland (1,5x108 UFC/mL), desta solução patronizada para a CIM foram 

retirados 200 µL, que foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL do 

caldo triptona de soja (TSB, Oxoid Ltd., England), obtendo-se assim o meio final 

com o inóculo. 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) 

Na realização dos ensaios para análise da atividade antimicrobiana foi empregada 

metodologia de microdiluição em caldo, preconizada pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2012). 

 As amostras foram previamente diluídas em solução aquosa de 

dimetilsulfóxido 0,8% (DMSO, Sigma–Aldrich Co., USA) perfazendo a concentração 



11 
 
de 40 mg/mL. Após foram realizadas diluições seriadas nos poços A - F variando 

de 20 – 0,625 mg/mL de extrato. Como controle positivo foi utilizado o meio 

acrescido de inoculo e como controle negativo o meio sem inoculo. Também foi 

realizado o controle do diluente DMSO e como padrão antimicrobiano foi utilizado o 

antisséptico Clorexidina 0,12%. 

As placas foram incubadas em estufa, a 37C, por 24 horas. Após, foram 

adicionados a cada poço 30 µL de solução aquosa estéril de resazurina 0.02% para 

visualização do crescimento bacteriano e determinação da CIM. A fim de 

determinar a CBM foram realizadas semeaduras em placas contendo ágar MH de 

alíquotas de todos os poços onde não houve crescimento bacteriano. As placas 

foram incubadas por 24 horas, a 37C. 

As amostras foram analisadas em triplicata, sendo os experimentos 

realizados em triplicata. 

 

Ensaio para avaliação do potencial antibiofilme 

Na realização dos ensaios para análise da atividade antibiofilme foi empregada 

metodologia de Trentin et al. (2011). A cada poço da placa de microtitulação foram 

adicionados 80 µL da suspensão bacteriana, 40 µL de amostra dos extratos em 

estudo e 80 µL de caldo TSB. As amostras foram previamente diluídas em solução 

aquosa de DMSO 0,8% perfazendo as concentrações de 0.4 mg/mL e 4.0 mg/mL.  

Foi realizada leitura das placas (tempo 0) onde a absorbância foi medida a 

600 nm, em espectrofotômetro (SpectraMax i3x Multimode Microplate Reader, 

Molecular Devices, USA). As placas foram então incubadas em estufa, a 37 C, por 

24 horas. Após o período de icubação foi realizada nova leitura (tempo 24) onde a 

absorbância foi medida novamente a 600 nm, em espectrofotômetro. O teor dos 
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poços foi removido e estes foram lavados três vezes com solução estéril salina. As 

placas foram colocadas em estufa a 60 C, por uma hora, a fim de fixar o biofilme 

formado. O biofilme foi corado com solução de cristal violeta 0.4%, à temperatura 

ambiente, por 15 minutos, as placas então foram lavadas com água. Após, foram 

adicionados 200 µL de etanol (Synth®, Brasil) e as placas foram mantidas em 

repouso por 30 minutos, foi realizada nova leitura onde a absorbância agora foi 

medida a 570 nm, em espectrofotômetro. 

A absorbância do controle de crescimento, no qual a amostra foi substituída 

por 40 µL de água estéril, foi considerada como 100% de formação de biofilme, 

sendo a partir desta calculada a inibição de formação de biofilme pelas amostras 

analisadas. Valores superiores a 100% representaram uma estimulação da 

formação de biofilme em comparação ao controle positivo. 

 

Ensaio de crescimento bacteriano 

O crescimento das bactérias planctônicas foi determinado pela diferença entre a 

absorbância em 600 nm medida ao final, tempo 24 horas, e ao início do período de 

incubação, tempo 0 hora, em espectrofotômetro.  

No controle do crescimento bacteriano foram adicionados 40 μL de água 

estéril em substituição a amostra, sendo este considerado como 100% de 

crescimento bacteriano planctônico. Valores superiores a 100% representaram 

estimulação do crescimento bacteriano em relação ao controle. Clorexidina 0,12% 

foi empregada como controle de inibição do crescimento bacteriano.  
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Análise estatística  

As amostras foram analisadas em quadriplicata, sendo os experimentos realizados 

em triplicata. Os resultados foram expressos como porcentagem média ± desvio-

padrão. A significância das diferenças entre as amostras foi calculada por teste t de 

Student, empregando o software BioEstat 5.0, considerando-se como diferença 

significativa os valores de p ≤ 0,05. 
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Original Articles should contain the following sections in this order: 

 ABSTRACT: A brief summary of about 150-200 words, should give the major findings of the investigation 

under the following four headings: Aims; Methods and Results; Conclusions; Significance and Impact of 

Study. A list of between five and eight keywords should be added; 

 INTRODUCTION: A balance must be struck between the pure and applied aspects of the subject; 
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 CONFLICT OF INTEREST: If no conflict of interest exists, then 'no conflict of interest declared' should 

appear within this section. Otherwise, authors should list all pertinent commercial and other relationships 

that may be perceived as a potential source of conflict of interest. 

 REFERENCES; 

 SUPPORTING INFORMATION (if applicable): Supporting Information can be a useful way for an author to 
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Information include additional tables, data sets, figures, movie files, audio clips, 3D structures, and other 

related nonessential multimedia files. Supporting Information should be cited within the article text. The 

availability of supporting information should be indicated in the main manuscript by a section headed 

'Supporting Information', under which should be appropriate legends for the material. It is published as 

supplied by the author, and a proof is not made available prior to publication; for these reasons, authors 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365-2672.2003.02188.x/full


25 
 

should provide any Supporting Information in the desired final format. For further information on 

recommended file types and requirements for submission, please 

visit:http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp 

 

 

Review Article manuscripts must normally not exceed 32 pages (A4) including references, figures and tables. 

As references can make a heavy demand on the pages available to you, it is suggested that you select key 

references only. The headings in Review Articles are of the author's choice, but the manuscript should begin 

with a short SUMMARY of 150-200 words. 

References 

The Harvard system should be used. Citation of references having three or more names should be cited in the 
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appear under 'V'. Different publications having the same author(s) and year will be distinguished by, for 

example, 1992a, 1992b. Papers or other publications having no obvious author(s) should usually be cited as 

'Anon.' with the year in the text and bibliography. Web sites should be quoted in the text with an access date. 

Abbreviate journal titles according to Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond.html). 

Personal communications should be cited in the text with initials and family name of all individuals. 

The following is an example of order and style to be used in the manuscript: 
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Tables 

Tables must be prepared in the same format as the manuscript text, and should ideally appear at the end of the 

main manuscript file. Tables must not include ruled vertical or horizontal lines with the exception of headers and 

a footer (see example). The use of explanatory footnotes is permissible and they should be marked by the 

following (shown in order of preference): *, †, ‡, §, ¶, **, †† etc. For an example of table style, click here. 
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Figures should be uploaded to the online submission site as separate files. Authors are advised that poor quality 

figures may delay the publication of their paper. Symbols or keys representing data series in graphs and charts 

must not be shown on the figure itself but be included in the legend. For an example of figure style, click here. 

Photographs must be of good quality and high contrast. The magnification must be indicated by adding a bar 

representing a stated length. Composite photographs can reduce the numbers that require publication. The 

Journal will not accept figures illustrating SDS-PAGE and agarose gels with multiple lanes, where lane order 

has been rearranged using digital imaging software. The figure should also show sufficient of the gel to reveal 

reference markers (e.g. the sample origin and a tracker dye, or a lane of molecular mass markers). 

 Save line art such as charts, graphs and illustrations in EPS or PDF format. Most programs have a ‘Save 

as...’ or ‘Export...’ feature to allow you to do this 

 Save photographic images in TIFF format. These should be at a resolution of at least 300 dpi at final size 

 Save figures containing a combination of photographic images and text (eg annotated photographic 

images with text labels) as EPS or PDF. Any photographic images embedded within these should be at 

least 300 dpi 

 Perform a visual check of the quality of the generated image. You should be able to zoom in to about 

300% without the image becoming noticeably blurred or pixelated. If the image does appear pixelated at 

this zoom, then try going back to the original image and checking that it complies with the recommended 

format and settings 

 Detailed information on the submission of electronic artwork can be found 

at:http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp. 

 

Colour figures 
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apply equally well to both printed greyscale and online colour versions, and do not specifically refer to the 

colour. Alternatively you can opt to pay for colour in the print and online versions. If your paper is accepted and 

you have opted for printed colour, we will need a completed Colour Work Agreement Form. This form can be 

downloaded as a PDF from here and should be sent to the provided address on acceptance. 
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probability is P; centrifugation conditions relative to gravity (g). Please refer to the Biochemical Journal 

'Instructions to Authors' www.biochemj.org/bj/bji2a.htm. 

Please click here for some examples of common abbreviations used in the Journal. 

 

Microbial nomenclature 

The Latin binomial name of micro-organisms, plants and animals (other than farm animals) must be given at first 

mention in the text; thereafter the generic name will be abbreviated in such a way that confusion is avoided 

when dealing with several genera all beginning with the same letter, viz.Pseudomonas, Proteus, Pediococcus, 

etc. (see list of abbreviations below). Subspecies are italized (Corynebacterium diphtheriae subsp. mitis); 

groups and types are printed in Roman and designated by capital letters or Arabic figures (e.g. Staphylococcus 

aureus group A). Common names will not have an initial capital letter nor will they be underlined in the 

manuscript, viz. pseudomonad, salmonellas. The specific name will be given in full in the captions to tables and 

figures. Major ranks are written in Roman with an initial capital (e.g. Enterobacteriaceae). 

Please click here for a list of abbreviations currently in use for common generic names and for notes on referring 

to plant pathogenic bacteria. 

 

Gnotobiotic animals 

The terminology for describing the environmental status of animals in gnotobiotic experiments has established 

itself by usage. Germ-free implies freedom from any detectable microorganisms or viruses and it is limited by 

the tests used to detect contaminants. Conventional animals have a full complement of associated 

microbes. Open conventional animals are housed in a standard animal house. Isolator conventional animals are 

maintained in isolators and associated with full flora. Ex-germ-free animals are those with an associated flora 

which have become conventional. 

 

Statistics 

Tests must be presented clearly to allow a reader with access to the data to repeat them. Statistical tests used 

in the study should be clearly indicated in the Materials and Methods section. It is not necessary to describe 

every statistical test fully, as long as it is clear from the context what was done. In particular, null hypotheses 

should be clearly stated. 

Authors are urged to give consideration to the assumptions underlying any statistical tests used and to assure 

the reader that the assumptions are at least plausible. Authors should be prepared to use nonparametric tests if 

the assumptions do not seem to hold. 

Footnotes 
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Not permitted other than on the first page of a manuscript where they are used to show the author's change of 

address and the address for correspondence. 

Experimental hazards 

Chemical or microbiological hazards that may be involved in the experiments must be explained. Authors should 

provide a description of the relevant safety precautions adopted or cite an accepted 'Code of Practice'. 

English-language editing service 

Authors for whom English is a second language may choose to have their manuscript professionally edited 

before submission to improve the English. A list of independent suppliers of editing services can be found here. 

All services are paid for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee 

acceptance or preference for publication. 
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