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1 INTRODUGCAO

Os microrganismos sao ubiquos e podem viver em diferentes locais e
combinac¢des na natureza, bem como em dispositivos. Endofiticos sdo aqueles que
habitam o interior de tecidos de plantas, sem causar danos aparentes aos
hospedeiros ou estruturas externas visiveis, sendo encontrados nas folhas, ramos e
raizes (AZEVEDO et al., 2000; NETO et al., 2002; CHALLIS e HOPWOOD, 2003).
Essa relacdo pode ser vantajosa para a planta, ja que o enddfito pode secretar
metabdlitos biologicamente ativos que garantem protecdo do hospedeiro contra
fitopatégenos (ZHANG et al., 2006; SUDHA et al., 2016).

Dentre os microrganismos endofiticos, os fungos sdo de grande interesse
para a comunidade cientifica, devido a producdo de metabdlitos secundarios com
aplicagcbes na industria farmacéutica (STROBEL; DAISY, 2003). As varias
substancias produzidas por fungos endofiticos podem possuir a¢cdes hormonais,
antibioticas, antitumorais, antivirais, antiparasitarias, entre outras (NETO et al., 2002;
DEMAIN e SANCHEZ, 2009).

Outro tipo de interacdo entre os microrganismos ocorre na formacgédo de
biofilmes, na qual crescem em comunidades anexados a uma superficie e
incorporados em uma matriz extracelular autoproduzida (DONLAN, 2001). Essas
comunidades podem colonizar dispositivos médicos como cateteres, marcapassos
cardiacos, préteses articulares, proteses cardiacas e valvulas, causando varias
infecgdes no organismo (DAROUICHE, 2004; DONLAN, 2001).

Tais comunidades protegem as bactérias invasoras contra 0 sistema
imunologico do hospedeiro por ativacdo de fagocitos e sistema complemento e
aumentam sua resisténcia a antibioticos convencionais em cerca de 1000 vezes
(GEBREYOHANNES et al., 2019).

Nesse cenario de aumento da resisténcia dos microrganismos as drogas
existentes, pesquisas tém buscado opcdes terapéuticas (STROBEL; DAISY, 2003).
De acordo com Hongsheng et al. (2010), a busca por compostos obtidos de fungos
endofiticos pode ser uma area promissora na tentativa de combater tal problema.

Os biofilmes s&o clinicamente importantes na patogénese de inumeras
infeccbes bacterianas que sdo dificeis de serem controladas com o uso de
antibioticos (COSTERTON et al., 1999), causando quadros cronicos, nos quais as

infeccbes persistem apesar da antibioticoterapia aparentemente adequada
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(GOMINET et al., 2017). Além dos impactos ao paciente, tal resisténcia também
implica em altos custos para o sistema de satude (GUPTA et al., 2019).

Além de estarem envolvidos em infeccBes cronicas, os biofilmes podem se
desenvolver em dispositivos médicos de permanéncia, como lentes de contato,
cateteres venosos centrais, valvulas cardiacas mecéanicas, cateteres de dialise
peritoneal, articulagbes protéticas, marcapassos, cateteres urinarios e proteses
vocais (JAMAL et al., 2018).

Estima-se que até 60% das infeccdes humanas sejam devido aos biofilmes
(ENGELKIRK; ENGELKIRK, 2012). Sob esse aspecto, de acordo com
Gebreyohannes et al. (2019), h& relatos de que, para tratar e erradicar biofilmes
patogénicos de pacientes, sejam necessarias doses 10-1000 vezes maiores de
antibioticos do que cepas idénticas que vivem em forma planctdnica, o que pode ser
toxico para o paciente.

Nesse contexto, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia
aos antibidticos é desafio global complexo a saude publica. No cuidado secundario,
a resisténcia aos antibiéticos aumenta o tempo de internacdo hospitalar, mortalidade
e custos (GEBREYOHANNES et al., 2019).

Tendo em vista a limitagdo das terapias antibiéticas convencionais em
combater infec¢cbes causadas por biofilmes bacterianos e suas consequéncias, tanto
no aspecto da salde quanto no econdémico, fica evidente a importancia do estudo de
novos mecanismos quimicos para combater a formacédo de biofilmes. Visando tal
resultado, pretendeu-se verificar se compostos produzidos por fungos endofiticos
isolados de flores de Handroanthus ochraceus apresentam potencial para inibir a
formacéao de biofilmes.

Diante do exposto, a busca por um tratamento alternativo ou suplementar
contra os biofilmes bacterianos é necesséaria. A pesquisa de compostos naturais,
como os obtidos de plantas medicinais, € uma area promissora, devido a sua
capacidade de aumentar a eficacia das terapias convencionais existentes (ZHANG
et al., 2020). A avaliacdo do potencial antibiofiime de endofiticos de H. ochraceus se
encaixa nesse cenario.

Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito antimicrobiano e antibiofilme
de compostos obtidos de fungos endofiticos isolados de Handroanthus ochraceus
contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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2 ARTIGO
O presente estudo foi realizado em formato de artigo conforme deliberacéo da
Comisséo de Trabalho de Curso da UFPR — Campus Toledo e sera submetido a
Revista American Journal of Infection Control, com o titulo: Efeito antimicrobiano e

anti-biofilme de endofiticos isolados de Handroanthus ochraceus.
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RESUMO:

Introducdo: As plantas medicinais tém sido usadas para alivio de enfermidades e,
atualmente, tém sido alvo de pesquisas para investigar os responsaveis por essa
acdo medicamentosa. Sabe-se que grande parte dessa acdo se deve ao
metabolismo de endéfitos, em especial os fungos. Objetivos: avaliar a acéo
antimicrobiana, pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), e a
capacidade de evitar a formacéo e erradicar biofilmes, de compostos obtidos de
fungos endofiticos isolados de Handroanthus ochraceus (ipé-amarelo) contra a
bactéria S. aureus ATCC 25923.Material e Métodos: No presente estudo, fungos
endofiticos foram obtidos da planta Handroanthus ochraceus e deles obtidos
metabdlitos secundarios, que foram solubilizados em fases com polaridades distintas
(aquosa, em cloroférmio e em acetato de etila). Cada fase foi avaliada quanto ao seu
potencial antimicrobiano, por meio da CIM, e anti-biofilme contra a bactéria.
Resultados: Dos 33 compostos testados, 8 apresentaram efeitos antimicrobianos,
sendo 5 em cloroférmio e 3 em acetato de etila. Os compostos de cloroférmio foram
mais promissores, apresentando maiores efeitos bactericidas e maior inibicdo da
formacao de biofilme. A capacidade de erradicar os biofilmes foi inferior a de inibir
sua formacéo, provavelmente devido a caracteristicas intrinsecas de sua estrutura.
Conclusao: Os resultados encontrados podem ser considerados promissores e
servir de base para estudos adicionais.

Palavras-chave: biofilmes, infeccdes por cateteres, Gram-positivo, Staphylococcus

aureus, metabdlitos secundarios.
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INTRODUCAO:

Ao longo dos séculos, populacfes de todos os paises tém buscado, nas
plantas, cura de enfermidades, alivio de dores e controle de pragas®. Originalmente
utilizadas pelo conhecimento popular, elas tém sido estudadas e se tornado uma
fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, que podem resultar na
descoberta de novos farmacos para diversos fins terapéuticos. Atualmente, tem-se
considerado que grande parte dessa acdo medicamentosa das plantas medicinais é
devida ao metabolismo secundério de microrganismos endofiticos?.

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de tecidos de
plantas, sem causar danos aparentes aos hospedeiros ou estruturas externas
visiveis, sendo representados, principalmente, por bactérias e fungos®*. Essa
interacdo microrganismo-hospedeiro, no geral, € vantajosa para ambos, tendo em
vista que os endofitos recebem nutrientes e compostos necessarios para sua
sobrevivéncia®.

Nesta simbiose, a planta é beneficiada devido a producdo de hormdénios de
crescimento pelo endofito, os quais atuam potencializando o desenvolvimento da
sua hospedeira. Além disso, os enddfitos produzem diversos metabdlitos
secundarios que podem ser bioativos, tais como alcaloides, terpenos, flavonoides e
isoflavonoides, os quais conferem maior protecdo & planta hospedada®. Alguns
fungos sdo capazes, inclusive, de produzir metabdlitos idénticos aos da planta que
os abriga, provavelmente devido a um processo de recombinacao genética durante
a evolugdo, uma co-evolucéo’.

As vérias classes de moléculas produzidas por fungos endofiticos tém sido
estudadas quanto as suas atividades hormonais, antitumorais, antifingicas,
citotdxicas, antivirais, imunossupressoras, antibiéticas, entre outras®. Em relacdo a
atividade antimicrobiana dessas moléculas, destacam-se os flavonoides, alcaloides
e compostos fendlicos, que apresentam potencial no controle de diferentes tipos de
microrganismos, incluindo bactérias patogénicas gram-positivas e gram-negativas °.

Entre as bactérias potencialmente patogénicas a humanos, esta a espécie
gram-positiva Staphylococcus aureus, que esta normalmente presente na pele e
narinas humanas sem causar doenca. No entanto, trata-se de um patdgeno
oportunista, sendo capaz de gerar infec¢cdes quando em condi¢des propicias e levar
a doencas de pele e outras como pneumonia, endocardite e bacteremia®. Além

disso, S. aureus também esta envolvida no desenvolvimento de infec¢des cronicas,
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devido a formacdo de biofilmes em dispositivos médicos, tais como cateteres,
préteses e valvulas cardiacas artificiais™™.

Esses biofiimes sdo comunidades de microrganismos que crescem anexados
a uma superficie e incorporados em uma matriz extracelular autoproduzida*?. Tais
comunidades protegem as bactérias invasoras contra o sistema imunologico do
hospedeiro por ativacdo de fagocitos e sistema complemento e aumentam sua
resisténcia a antibiéticos convencionais em cerca de 1000 vezes™®.

Nesse cenario de aumento da resisténcia dos microrganismos as drogas
existentes, novas opc¢bes terapéuticas sdo necessarias. A busca por compostos
obtidos de fungos endofiticos pode ser uma alternativa promissora na tentativa de
combater tal problema, sendo que muitos extratos de plantas tém demonstrado
efeito anti-biofilme in vitro, como a inibicdo de seu desenvolvimento ou de seu
sistema de comunicagéo®**°.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a agdo antimicrobiana, pela determinacao
da concentracdo inibitéria minima (CIM), e a capacidade de evitar a formacéo e
erradicar biofilmes, de compostos obtidos de fungos endofiticos isolados de

Handroanthus ochraceus (ipé-amarelo) contra a bactéria S. aureus ATCC 25923.

MATERIAIS E METODOS
Isolamento de fungos endofiticos

Para o isolamento dos fungos endofiticos, foi utilizada a metodologia de
AraGjo et al. (2010)'®. Foram coletadas flores de uma planta da espécie
Handroanthus ochraceus (ipé-amarelo). No laboratorio, elas foram enxaguadas
inicialmente com &gua destilada autoclavada. Em seguida, foi realizada a
desinfeccado superficial pela imersédo das flores por um minuto em solucéao de alcool
a 70%, sob agitacdo vigorosa e constante. Apés um minuto, a parte liquida foi
descartada, restando apenas as flores no recipiente. O mesmo processo foi repetido
utilizando-se solucdo de hipoclorito de sddio 3% durante trés minutos e, apos isso,
solucdo de alcool a 70% por mais 30 segundos. Posteriormente, as flores foram
enxaguadas duas vezes com agua destilada autoclavada. Uma pequena aliquota de
100 pL da agua do ultimo enxague foi inoculada em placa de Petri contendo meio
agar batata dextrose (BDA) e incubada, como forma de controle negativo.

Concluida a desinfeccédo, as flores de H. ochraceus foram cortadas em

fragmentos de aproximadamente cinco milimetros. Foram alocados cinco fragmentos
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equidistantes em cada placa de Petri, contendo meio BDA acrescido de 1 g.L™ de
terramicina para evitar o crescimento de bactérias endofiticas. As placas foram
incubadas por sete dias a uma temperatura de 25°C+2°C.

ApoOs o crescimento dos fungos, estes foram purificados em meio BDA e, em
seguida, caracterizados e enumerados. Eles foram nomeados com a inicial F,
seguida de algarismos arabicos, cada algarismo representando um fungo com
caracteristicas macroscopicas diferentes. A preservacdo dos fungos endofiticos

isolados foi realizada pelo método de Castellani (1967)*".

Obtencédo de metabdlitos secundarios

Para a obtencdo de metabdlitos secundarios foi utilizada a metodologia de Li
et al. (2005) com modificacdes®. Os fungos foram incubados em meio BD (Batata
Dextrose), em erlenmeyers, e incubados a 25+2°C por nove dias em agitador orbital
com 160 rpm. O meio fermentado (fase aquosa) foi coletado, centrifugado a 3.600
rpm por 10 minutos e filtrado em papel filtro. Essa fase aquosa foi separada em trés
partes, a fim de se obter polaridades diferentes: uma parte foi testada pura, outra
solubilizada em acetato de etila e outra com cloroférmio. A escolha dos solventes foi
baseada no grau de polaridade, do mais ao menos polar, respectivamente.

Para se solubilizar o meio fermentado com acetato de etila P.A., ele foi
inserido em um funil de separacdo com o mesmo volume de solvente. O funil foi
agitado e as fases foram separadas. A extracdo foi repetida mais duas vezes. O
acetato de etila resultante da extragdo foi entdo concentrado em evaporador rotativo
a 50°C até se obter cerca de 1 mL de composto. O material resultante da
evaporacao foi estocado a 4°C O processo foi realizado da mesma forma para

solubilizar a respectiva parte do meio fermentado com cloroférmio.

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Cada uma das partes (aquosa, solubilizada em acetato de etila e em
cloroférmio) dos meios fermentados obtidas dos fungos endofiticos foram testadas
contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923. O teste para determinar qual
a menor concentracdo do metabolito fingico capaz de impedir o crescimento
microbiano foi realizado em microplacas de 96 pocos, utilizando a técnica de

microdiluicdo em caldo. Foram preparadas suspensdes da bactéria em meio Mueller-
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Hinton (MH) com 24 horas de incubagéo a 37+1°C e a concentracao foi ajustada
para 1,5.10° células. mL™.

Os pocos das microplacas foram preenchidos com 150 yL do meio MH e, em
seguida, foram adicionados 150 uL de do metabdlito extraido dos fungos endofiticos.
Foram realizadas diluicbes seriadas para se obter as concentracdes de 50%, 25%,
10% e 5% dos compostos a serem testados. Adicionalmente foram distribuidos 15
ML da suspenséao bacteriana em cada pogo das microplacas.

Os testes foram realizados em triplicata, tendo sido incluidos controles
positivos e negativos. Como controles negativos, foram utilizados pogcos com o
antibiético Ciprofloxacina 50mg/mL padrBes e pocos contendo somente o meio de
cultura, sem inoculacdo das suspensdes microbianas. Como controles positivos,
utilizou-se meio de cultura acrescido de indculo bacteriano, além de outro contendo
somente os solventes utilizados no processo de extracdo dos metabdlitos, para
descartar a possibilidade de o efeito obtido ser decorrente do solvente e ndo do
metabdlito.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37+1°C por 24 horas. A inibicédo
do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de crescimento no meio,
sendo comparados com o0s pocos controle, observando-se suas respectivas
turvacBes. ApoOs a leitura das microplacas, foi adicionado o corante Cloreto de
Trifenil Tetrazolio como reagente para confirmacdo dos resultados. Além disso,
semeou-se 100 pL do contetido dos pogos da CIM em placas de Petri contendo Agar
MH, que foram incubadas por 24 horas a 37°C, para caracterizar o efeito resultante
como bactericida ou bacteriostético.

Avaliacao da formacéo de biofilme pela bactéria

Para verificar a formacgao de biofilmes, foi utilizada a metodologia descrita por
Mulla et al. (2016). A bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 teve a sua
densidade padronizada a 0,5 da escala de McFarland (1,5.10% células.mL™) e foi
incubada em meio MH por 24 horas a 37+2°C. Microplacas de 96 pocos foram
preenchidas com 200 yL de suspensdo bacteriana e, em seguida, tubos plasticos
esterilizados foram inseridos nos pocos e utilizados como cavilhas para a formacao
de biofilmes. As placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas em estufa
por 5 dias a 37+2°C.
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Apos, os tubos foram transferidos para novas microplacas contendo 200 pL
de corante safranina a 0,1% e mantidos por cerca de 30 minutos. Em seguida, 0s
tubos plasticos foram enxaguados com jatos de agua destilada, a fim de eliminar as
células que ndo estavam bem aderidas. A formacao de biofilme foi confirmada pela
permanéncia de coloracgdo intensa nos tubos e a macroestrutura dos biofilmes pdde

ser observada por meio de Microscopia Optica.

Capacidade de inibicdo da formacao de biofilme

Para avaliar o potencial dos metabdlitos obtidos em inibir a formacdo de
biofilmes, foi utilizada a metodologia de Mulla et al. (2016), com modificacdes™®. A
bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 teve a sua densidade padronizada a
0,5 da escala de McFarland (10 UFC.mL™) e foi incubada em meio MH por 24 horas
a 37+2°C. O ensaio foi realizado utilizando-se placas de microdiluicdo de 96 pocos.
Tubos plésticos autoclavados foram usados como cavilhas para promover uma
superficie para a formacao de biofilme.

Em cada poco, foram adicionados 100uL do in6culo bacteriano e mais 100uL
do metabdlito fungico, utilizando-se a mesma diluicdo da CIM e os tubos foram entéo
inseridos nos pocos. Além disso, controles positivos foram realizados em pocos
contendo apenas 200uL da suspensao bacteriana e a superficie para crescimento.
As placas foram cobertas por papel aluminio e incubadas em estufa por cinco dias a
37+2°C. A formacdo de biofilme foi confirmada pela coloracdo das cavilhas com
0,1% de safranina por 30 minutos.

O efeito dos compostos em inibir a formacdo dos biofilmes pdde ser
observado comparando a coloracdo dos tubos que foram submersos em pocos

contendo o metabdlito e a bactéria com agueles em que havia apenas a bactéria.

Determinacéo da Capacidade de Erradicacao de Biofilmes

Para a determinagcdo da Capacidade de Erradicacdo de Biofilme, os biofilmes
foram formados na superficie de tubos autoclavados, conforme metodologia descrita
anteriormente, depois transferidos para uma nova placa de 96 pocos contendo meio
MH e incubados por mais 24 horas. Em seguida, os tubos foram retirados,
enxaguados em tampéo PBS (pH: 7,2+0,2) e colocados em banho ultrassénico por

um minuto, para retirar células pouco aderidas.
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Os tubos foram entdo colocados em uma nova placa de 96 pogos, na qual
foram inseridos os compostos extraidos dos fungos endofiticos, que foram testados
nas mesmas diluicbes encontradas nas CIMs. Na sequéncia, essa placa foi
submetida a banho ultrassénico por dois a trés minutos, agora visando realizar a
ruptura mecanica dos biofilmes. Essa placa foi incubada por 24 horas a 37+2°C. A
erradicacao dos biofilmes foi avaliada verificando-se a turbidez nos pocos da placa
de recuperacdo e por meio de coloracdo com Cloreto de Trifenil Tetrazolio (MULLA
et al., 2016)*°.

Observacéao dos biofilmes por Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Foram observadas por MEV as arquiteturas de biofiilmes de S. aureus
formados na auséncia e na presenca dos metabdlitos dos fungos endofiticos
testados (testes que avaliaram a inibicdo da formacgé&o dos biofilmes). A metodologia
utilizada foi a descrita por Asahi et al. (2015)%. Inicialmente, foi realizado um preparo
em solucao de formaldeido, deixando os objetos a serem analisados imersos por 30
minutos. Em seguida, foi realizada uma sequéncia de desidratacdo com etanol 50%,
70%, 80%, 90% e 95%, deixando as amostras por 30 minutos em cada uma das
concentragfes. Estas foram mantidas em élcool etilico absoluto até serem levadas a
Universidade Federal do Parana- Campus Palotina, onde foram analisadas.

As amostras foram levadas ao secador de ponto critico com CO, modelo
Leica EM CPD300. Apoés essa etapa, as amostras foram pulverizadas com particulas
de ouro, em aparelho DentonVacuum. Logo apdés, foram analisadas em microscopio
eletrénico, modelo Tescan Vega 3, com aumento de 12.000 x.

Identificacdo dos fungos endofiticos

Para a identificacdo dos fungos endofiticos isolados de H. ochraceus, as
colonias isoladas foram semeadas em meio BDA e incubadas a temperatura de
25+2°C e analisadas quanto ao aspecto das coldnias (formato micélio, cor da
colénia, tempo de crescimento, bordas, entre outros). Para identificagcdo de
estruturas microscopicas foi utilizada a técnica do microcultivo em placa, de acordo
com Kern e Blevins (1999)?'. As placas foram incubadas a 25+2°C por sete dias.
Apoés este periodo, as estruturas flungicas foram coradas com lactofenol azul de

algodao e visualizadas em microscopio optico (NIKON).
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Os microrganismos submetidos as técnicas de analise macroscopica e
citologica foram confrontados com as chaves de classificacdo de fungos,
observando-se as estruturas dos conidioforos, coloracdo da coldnia, caracteristicas

das hifas??.

RESULTADOS

Foram obtidos 56 fungos endofiticos, os quais foram classificados em um
banco de dados com base em suas caracteristicas morfolégicas macroscopicas.
Desses 56, 11 foram selecionados aleatoriamente e cada uma de suas trés fases
(aquosa, solubilizada em cloroféormio e em acetato de etila) e testadas contra a
bactéria S. aureus ATCC 25923.

Dos 33 compostos testados (11 de cada um dos solventes), oito
apresentaram efeito inibitério no crescimento de células plancténicas de S. aureus,
sendo cinco deles solubilizados em cloroformio e trés em acetato de etila. Dessa
forma, 45,45% e 27,27% de todos os compostos de cloroférmio e de acetato,
respectivamente, apresentaram atividade contra a bactéria. Nenhum dos meios
fermentados puros (solventes polares) apresentou atividade. A Tabela 1 apresenta
as menores concentracdes em que tais atividades foram encontradas e classifica

seu efeito como bactericida ou bacteriostatico.

Tabela 1. Concentracbes Inibitérias Minimas e classificacdo efeitos
obtidos com os compostos extraidos de fungos endofiticos isolados de
Handroanthus ochraceus contra a bactéria Staphylococcus aureus

ATCC25923.
Composto CIM Efeito
F1 A* 25% Bactericida
F4 C* 37,5% Bactericida
F21C 50% Bacteriostatico
F22 A 25% Bacteriostatico
F34 C 25% Bactericida
F34 A 25% Bacteriostatico
F39C 50% Bactericida
F53C 37,5% Bactericida

*A: acetato de etila; C: cloroférmio.
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A maioria dos compostos em acetato de etila (66,67%) resultaram em efeito
bacteriostatico. Em comparacdo, a maioria dos compostos de cloroférmio (80%)
exerceram efeito bactericida sobre S. aureus.

Quando submetida a formacéo de biofilme, a bactéria Staphylococcus aureus
ATCC 25923 demonstrou ser boa formadora de biofilme, sendo que os tubos
permaneceram corados intensamente pela safranina, mesmo apds 0 enxague com
agua destilada. Além disso, pela microscopia Optica puderam-se observar
aglomerados de células em uma estrutura compartilhada, comprovando, assim, a
formacao de biofilme.

Os oito compostos extraidos dos fungos endofiticos que apresentaram
resultados satisfatérios na CIM foram testados, nas mesmas concentracdes obtidas
nas CIMs, para avaliar seus potenciais em inibir a formacdo de biofilmes de S.
aureus (Tabela 2).

Tabela 2: Potencial de inibicdo da formacéao e erradicacao
de biofilmes apresentados pelos compostos extraidos de
fungos endofiticos isolados de Handroanthus ochraceus
contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC25923.

Inibicdo da _ .
. Erradicacao de
Composto* formagéo o
o biofilmes***
de biofilme**
F1 A 25% ++ +
F4 C 37,5% + -
F21 C 50% ++ +
F22 A 25% - -
F34 C 25% ++ -
F34 A 25% - +
F39 C 50% +- -
F53 C 37,5% + +

*F: fungo endofitico isolado; A: acetato de etila; C: cloroférmio;
concentracdo com atividade na CIM. **++: inibicdo completa, +
inibicdo significativa, +-: inibigcdo parcial, - sem inibicao*** +: erradicou
o biofilme; -: ndo erradicou o biofilme.

Dos compostos testados, trés (37,5%) inibiram completamente a formacéao de
biofilmes, dois (25%) permitiram uma pequena formacdo de biofilmes (inibicao
significativa), um (12,5%) inibiu parcialmente e dois (25%) nao impediram a

formacao de biofiimes. Considerando-se os que tiveram resultados promissores,
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pode-se afirmar que 62,5% dos compostos testados exibiram resultado satisfatério
em prejudicar a formacdo de biofilmes pela bactéria. Quando se avalia
comparativamente os dois tipos de solventes, pode-se afirmar que 80% e 33,33%
dos compostos de cloroformio e acetato de etila, respectivamente, tiveram
resultados satisfatorios para inibir a formacéo de biofilme de S. aureus ATCC 25923.

Os compostos dos oito enddéfitos que apresentaram resultados foram
testados, nas mesmas concentracfes obtidas nas CIMs, para averiguar possiveis
atividades em erradicar os biofiimes de S. aureus depois de formados. A Tabela 2
demonstra os resultados obtidos. Metade dos compostos avaliados (04)
demonstraram atividade de erradicacéo (disrupgédo) do biofilme em sua arquitetura
madura.

A formacdo dos biofilmes foi observada por MEV, sendo comparadas as
estruturas formadas tanto na auséncia quanto na presenca dos metabdlitos.
Observou-se que, na presenca de metabdlito, a arquitetura estava menos integra,
com desestruturacdo da matriz de exopolissacarideo que une as células, além de
menor densidade de células agrupadas. A Figura 1 demonstra as arquiteturas dos

biofilmes analisadas por MEV.
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Figura 1: Arquiteturas dos biofilmes de S. aureus ATCC 25923 formadas na
auséncia (esquerda) e na presenca (direita) do metabdlito.

Dos fungos endofiticos testados, até o momento quatro foram identificados,
sendo: F29- Penicillium sp., F34- Aspergillus sp., F36- Phomopsis sp. e F53-

Trichoderma sp.
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DISCUSSAO

Microrganismos endofiticos habitam o interior de plantas pelo menos em uma
parte de seu ciclo de vida, sem causar manifestacéo visivel de doenca®. Dentre os
microrganismos endofiticos, os fungos sdo de grande interesse para a comunidade
cientifica, devido a producdo de metabdlitos secundarios com aplicagcdes na
industria farmacéutica. Esses endofitos tém sido, inclusive, sugeridos como
responsaveis por grande parte da acdo medicamentosa de plantas medicinais® ?*.

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que pode levar a
diversas infeccbes em humanos e apresenta grande capacidade de desenvolver
resisténcia aos antibidticos. Em consequéncia disso, tém sido desenvolvidos
diversos estudos na busca de compostos alternativos que apresentem potencial
antimicrobiano contra S. aureus ATCC 25923 ??°. No presente trabalho, foi avaliada
a acdo de compostos obtidos de endofiticos de Handroanthus ochraceus (ipé
amarelo) contra as formas plancténicas e em biofilme dessa bactéria.

Foi possivel se verificar que os compostos solubilizados em cloroférmio
apresentaram melhor atividade antimicrobiana, o que € condizente com o estudo
realizado por Arora e Kaur (2018) %, no qual foi testado o potencial antimicrobiano
de endofiticos obtidos de Moringa oleifera. No presente trabalho, os compostos
obtidos em cloroférmio apresentaram maior atividade antimicrobiana, no geral,
guando comparados aos obtidos em acetato de etila. Além disso, apresentaram
maior efeito bactericida e resultados mais promissores em inibir a formacédo de
biofilmes por S. aureus.

Estudos prévios ja vém demonstrando a acdo de extratos cloroférmicos de
plantas contra a bactéria S. aureus. No trabalho desenvolvido por Ashraf, Halim,
Lim, Ramasamy e Sultan (2020), por exemplo, fracbes obtidas em cloroférmio de
Ficus deltoidea apresentaram atividade contra S. aureus, enquanto as obtidas de
Orthosiphon stamineus demonstraram atividade contra Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina (MRSA)?.

Os provaveis metabolitos secundarios relacionados a essa acdo em solvente
de cloroférmio s&o terpenos e flavonoides®. Os terpenos, ou terpenoides,
correspondem a maior classe de produtos naturais e sdo muito utilizados para
tratamento de doencas humanas. Esses compostos interagem molecularmente com
varios componentes da fisiologia animal e humana, atuando como estimulantes do

sistema imune, moduladores da coagulacdo sanguinea e interferindo em vias
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inflamatérias®. Possuem varias atividades biolégicas conhecidas e servem como
base para a producdo de medicamentos com variadas atividades, tais como
anticancer (paclitaxel), antimalarica, anti-inflamatéria e anti-infecciosa>".

Os flavonoides, por sua vez, também possuem significativa relevancia
médica, com func¢des anti-inflamatdrias, antioxidantes, anticarcinogénicas, efeitos na
reducéio de aterosclerose e neuroprotecdo, dentre outros®. Além disso, apresentam
potencial atividade antibacteriana, seja por acdo direta, por sinergismo com
antibioticos ou por supressao da viruléncia bacteriana. Esse ultimo potencial, por
exemplo, inclui a inibicAo dos receptores de sinais de quorum sensing, com
evidéncias de inibicdo de formacéao de biofilmes in vitro. Os flavonoides também tém
demonstrado atividades contra S. aureus em varios estudos®.

Os extratos em cloroférmio também tém sido estudados quanto ao seu efeito
antibiofilme. Hayat, Sabri e McHugh (2018) avaliaram esses extratos obtidos do
acafréo da terra (Curcuma longa) e os resultados demonstraram que oS compostos
alteraram a aderéncia, a motilidade celular, a producédo de expolissacarideos e a
hidrofobicidade celular, todos componentes indispensaveis para a formacdo do
biofilme®!. A presente pesquisa também pdéde avaliar o comprometimento da
formacao de biofilmes em diferentes extratos cloroférmicos, dessa vez obtidos do ipé
amarelo.

Os compostos obtidos de fungos endofiticos de H. ochraceus apresentaram
maior acdo em inibir a formacéo dos biofilmes do que em erradicar os biofilmes ja
formados. Esse resultado € concordante com o estudo realizado por Kaur, Arora,
Kalia e Kaur (2020)*, em que se avaliou o efeito antibiofilme de fungos Aspergillus
fuminatus endofiticos de Moringa oleifera. Eles puderam observar que o potencial
disruptivo do extrato cloroformico contra os biofiimes pré-formados foi
comparativamente menor do que na etapa de fixacao inicial da célula.

Esse achado em comum pode ser explicado por algumas caracteristicas dos
biofimes ja formados e que conferem, a eles, resisténcia intrinseca a
antimicrobianos. Os agentes antimicrobianos devem se difundir através da matriz de
exopolissacarideo (EPS) para entrar em contato e inativar os organismos dentro do
biofilme. Os EPS retardam a difusdo reagindo quimicamente com as moléculas
antimicrobianas ou limitando sua taxa de transporte. Além disso, 0S organismos
associados ao biofilme tém taxas de crescimento reduzidas, minimizando a taxa de

entrada de agentes antimicrobianos na célula e, portanto, afetando a cinética de
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inativagcdo. Por fim, o ambiente imediatamente ao redor das células dentro de um
biofilme pode fornecer condicdes que protegem ainda mais o organismo*?.

Dentre os diversos géneros de fungos identificados, o Penicillium sp. € um
dos principais grupos de fungos, composto por mais de 200 espécies. Desde a
descoberta da penicilina, esse género tem sido investigado por seu potencial
antibiético. Além dessa propriedade ja bem estabelecida, outras atividades
atribuidas ao género sdo: anticancer, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria,
antidiabética, entre outros®. Dentre as diferentes classes de compostos atribuidas
as diferentes agbes de seus metabdlitos, estao terpenoides, esteroides, policetideos
e alcaloides®’.

Espécies do género Aspergillus sp. também tém sido identificadas como
enddfitas de determinadas plantas, como Hyoscyamus muticus. Devido a producao
de metabdlitos como o acido anofinico, esse género possui antividades antitumorais,
antioxidantes, antimicrobianas, inclusive contra a bactéria Staphylococcus aureus e
antibiofilmes. Sendo assim, esse género também se consagra como promissor no
desenvolvimento de compostos obtidos alternativamente®.

O género Phomopsis sp. também €& uma fonte promissora de compostos
bioativos no campo da descoberta farmacéutica, com grandes aplicabilidades
médicas. Alguns dos metabdlitos secundarios produzidos por espécies desse género
incluem xantonas, terpenos, fendis, policetideos e esteroides, com acdes
antifingicas,  antibacterianas, antivirais,  antioxidantes, anti-inflamatérias,
antimalérica, entre outras. Além disso, também tém sido descobertas acdes desse
género contra biofilmes, inibindo, por exemplo, o principal sistema de comunicacao
dessa estrutura, 0 Quorum sensing®>*°,

O género Trichoderma sp., por sua vez, abrange espécies de fungos
flamentosos que exibem facilidade em colonizar diversos ambientes, principalmente
devido a sua habilidade de secretar enzimas e substancias com propriedades
antibioticas. Além disso, espécies desse género produzem compostos com
aplicacbes na medicina, agricultura e industrias. Possuem estabelecida atividade
antimicrobiana, inclusive contra a bactéria Staphylococcus aureus, com estudos
prévios demonstrando também sua atividade contra biofilmes formados por essa
espécie, por meio de desestruturacdo da matriz e reducdo da biomassa. Diversas
classes de metabdlitos parecem estar envolvidas nas diferentes aplicacbes do

género Trichoderma sp., tais como terpenos, pironas, policetideos, dentre outros**2.
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CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o potencial de metabdlitos obtidos de endofiticos
de Handroanthus ochraceus contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Os resultados demonstraram que o0s metabdlitos apresentam potencial
antimicrobiano tanto contra as formas livres da bactéria, bem como para inibir a
formacéo de biofilme. Em um cenério de crescente resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos, as plantas tém sido potenciais fontes de compostos alternativos, e
0 presente trabalho reitera essa ideia. Estudos adicionais, como a utilizacdo de
técnicas moleculares para seguir explorando a diversidade dos endéfitos presentes

nessa planta serdo necessarios.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os principais objetivos do trabalho conseguiram ser atendidos durante o
desenvolvimento dessa pesquisa, bem como as hipéteses foram elucidadas. No
projeto de pesquisa elaborado, tinha-se como um dos objetivos especificos do
trabalho a avaliagéo das estruturas dos biofilmes por microscopia de fluorescéncia.
No entanto, o aparelho do Campus UFPR- Palotina estava com problemas técnicos
e impossibilitou o desenvolvimento.

Além disso, apesar de nado estar previsto originalmente no projeto de
pesquisa enviado, julgamos que seria de grande valia acrescentar o processo de
identificagdo macroscépica dos fungos, bem como a identificagdo dos metabdlitos
secundarios. Alguns fungos ja foram identificados, como consta no artigo, e outros
estdo sendo mais dificeis de identificar, mas serdo identificados ainda no inicio de
2022. Por fim, devido a pandemia, houve um atraso na pratica e por iSso 0s
compostos (metabdlitos secundarios) também passardo por identificagdo no inicio
de 2022. O artigo provavelmente sera submetido com essas informacodes.

O trabalho desenvolvido servira, futuramente, como base para novas
pesquisas visando impedir a formacdo de biofilmes nas superficies de Cateteres
Venosos Centrais. Os resultados encontrados parecem ser promissores.
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should include Background, Methods, Results (including some data), Discussion, and
Conclusions. Articles which focus on comparative effectiveness research and

implementation or translational science are particularly welcome.

PREPARATION
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New Submissions
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References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
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will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that
missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed
next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the
file. The corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

REVISED SUBMISSIONS

Article structure

Manuscripts must conform to acceptable English usage. For current usage,
consult the AMA Manual of Style, A Guide for Authors and Editors, Tenth Edition,
ISBN 0-978-0-19-517633-9 (see http:// www.amamanualofstyle.com). Generic drug
and product names should be used; however, proprietary names may be inserted in
parentheses after the generic name in the Methods section only. If equipment must
be identified by proprietary name, provide the manufacturer name and city/state in
the Methods section while referring to it generically elsewhere in the paper. Weights
and measures should be expressed in metric units. Temperatures should be
expressed in degrees centigrade. Manuscript pages. The abstract should follow the
title page. Authors should double-space all text, maintain one-inch page margins and
use a basic font such as New Times Roman. The references should be included in
the same file as the manuscript.

Double-blind Review

This journal uses double-blind review, which means that both the reviewer and
author name(s) are not revealed to one another for a manuscript under review. The
identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice versa. For more
information please refer to https://www.elsevier.com/reviewers/peer-review. To
facilitate this, please include the following separately:

Title page (with author details): This should include the title, authors' names
and affiliations, and a complete address for the corresponding author including
telephone and e-mail address.

Abstract (when applicable): This should be a formatted version of the paper’s

abstract, submitted separately.
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Blinded manuscript (no author details): The main body of the paper (including
acknowledgments, references, tables, and figures) should not include any identifying
information, such as the authors' names or affiliations.

Background
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and
indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method, use
guotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods
should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section may sometimes be appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq.
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1l; Fig A.l, etc. Generally, however, appendices are not
recommended but may be made available by request from the authors for reviewers,
or for readers if the manuscript is accepted for publication.

Essential Title Page Information

« Title. Concise and informative; brief and not laden with too much detail. Titles
are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible.

« Title page. The first title page should include the title; name(s) and academic

degree(s) of the author(s); name(s) of the department(s) and institution(s) in which
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the work was done; and name, address, business and home telephone numbers, and
e-mail address of the author to whom correspondence and reprint requests should be
addressed.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous
(e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations
with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation,
including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

 Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address
and the complete postal address. Contact details must be kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or
'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name. The
address at which the author actually did the work must be retained as the main
affiliation address.

Save this title page as a separate file for your submission via EM. A second
title page without any author information should begin the full manuscript file. This
page will be used for double-blind peer review.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods
that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here:
example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Structured abstract

A structured abstract, by means of appropriate headings, should provide the

context or background for the research and should state its purpose, basic
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procedures (selection of study subjects or laboratory animals, observational and
analytical methods), main findings (giving specific effect sizes and their statistical
significance, if possible), and principal conclusions. It should emphasize new and
important aspects of the study or observations.

Unstructured abstracts
Unstructured abstracts are used for Brief Reports.
Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws
more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the
contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of
a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the
online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of
531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a
size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on
our information site. Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to
ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical
requirements.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations
Standard abbreviations should be used consistently throughout the article. Unusual
or coined abbreviations should be spelled out the first time they appear in text, with
abbreviation in parentheses.Ensure consistency of abbreviations throughout the
article.

Acknowledgments
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the

title or otherwise. List those individuals who provided help during the research (e.g.,
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providing language help, writing assistance or proof reading the article, collecting
data, etc).

Math formulae
Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the
text (if referred to explicitly in the text).

Table footnotes
Indicate each footnote in a table by using the symbols hierarchy (i.e., *, 1, 1, §, etc).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many Word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Artwork
Electronic artwork
General points
+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
Courier.
‘Number the illustrations according to their sequence in the text.
. Use a logical naming convention for your artwork files.
* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.
* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.
* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in
separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information
are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
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'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.
Please do not:
» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.
» Supply files that are too low in resolution.
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color Artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures Will appear in color both on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) and in print at no additional fee to the author. For
further information on the preparation of electronic artwork, please see
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

lllustration services
Elsevier's Author Services offers lllustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style
images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image ‘polishing’ is also
available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a
professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not
on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Tables
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript symbols
(following symbol hierarchy of asterisk, dagger, double dagger, sectional symbol,
etc.) Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Place the reference list in the file after the main text. Number references
consecutively in order of their mention in the text; all references must be cited in the
text. Personal communications and unpublished data should be cited in the text in
parentheses; they should not appear in the reference list.

Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
Digital Object Identifier (DOI) is encouraged.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can

be included in the reference list.
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Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins
from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes from different reference management software.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style
Follow the format of the "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” (Ann Intern Med 1997;126:36-47). Use journal abbreviations as
listed in the Cumulated Index Medicus.
Text: Indicate references by (consecutive) superscript Arabic numerals in the order in

which they appear in the text. The numerals are to be used outside periods and
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commas, inside colons and semicolons.
List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.

Examples of References (if 6 or fewer authors, list all; if 7 or more, list first 6
and et al):

Format for Journal Articles:

Steed C, Kelly JW, Blackhurst D, Boeker S, Diller T, Alper P, et al. Hospital hand
hygiene opportunities: Where and when (HOW2)? The HOW2 Benchmark Study. Am
J Infect Control 2011;39:19-26.

Format for Books:

World Health Organization. World Alliance for Patient Safety. WHO Guidelines on
Hand Hygiene in Health Care 2009. Geneva [Switzerland]: WHO Press; 2009.

Format for Chapters:

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In:
Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic physiology: mechanisms of
disease. Philadelphia: WB Saunders; 1974. p. 457-72.

Dataset
Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the list of title word abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php.

Visual Abstracts
The American Journal of Infection Control has adopted visual abstracts as a
dissemination method to spread the scientific research published in our journal. A
visual abstract is a visual summary of the information usually found within the
abstract portion of an article. Similar to the actual text abstract of a research article, it
is meant to convey key findings in a shorter format.

To help you in your efforts, our Infographics editors will send you materials to
help you get started: An AJIC PowerPoint template for you to enter your text and
icons. Examples of previous AJIC visual abstracts for inspiration. The Visual Abstract
Primer by Andrew M. Ibrahim (the creator of visual abstracts) @AndrewMlIbrahim.

Below are the steps you will work through:

Put together a draft of the visual abstract including key findings. You will select black
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and White icons to represent your study background, methods, and results. You will
then send the draft to the Inforgraphics editors, who will select similar icons from
ImageBank. AJIC has a membership with this icon platform and will purchase all
icons for your visual abstract. We will make suggestions and send the abstract back
to you for further revisions. Once you are pleased with the version, we will prepare
the visual abstract for dissemination via social media platforms. If you're not on twitter
please sign-up and send us your hashtag so you can be part of the dissemination
efforts. - https://help.twitter.com/en/create-twitter-account.

For further information, please contact Jeanne Brandt, Managing Editor at:
jb3948@columbia.edu.



