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Acinetobacter buamannii � !�)*����Q	+>8�@�F �����+ !��*�R�;��R����H�� 

�>MSF��@H�8*�����TH;�>��>���������<� !�)*����Q	+>8�@J���+�	� �>��������+G������� 51 ���
�������� + 44 +�	�������������� !��� (resistant modifying agents; RMAs) novobiocin �����
��H��! A. baumannii ATCC 19606 R��8	�> growth inhibition assay ����!�)��T�������;���� ��
����H8*� �>M;8����G��G� 250 µg/ml ����������R��J�8 (Holarrhena antidysenterica) ��H�	� 
(Punica granatum) ��dH� ��� (Quisqualis indica) ����	�B�  (Terminalia bellirica) ������ 
(Terminalia chebula) T�@�����A (Terminalia sp.) �����S��	M���@�	��	B�� novobiocin 
(1/8MIC) �����)*�)G���+ !� A. baumannii ATCC 19606 ���h��8�� +��!J���>M;���� ����R��
J�8iLM�> alkaloid, condensed tannin T�@ triterpenoid �����;<��@��H����D�;�> �h�J�G��>M
������������� !�����G�>�>M��� R���H8*��G���@�������H��!������	N�)	HR)���+ !���F*�@J8*�
�G���@ 72 SL�G���@ 96 �>M;8����G��G��@J8*� 7.8 SL 250 µg/ml �����)*�)G���+ !� A. baumannii 
ATCC 19606 ��������!��������S��	M���@�	��	B�� novobiocin (1/4MIC) �����)*�)G���+ !� A. 
baumannii �>MT����G���EFG�m8� ���AL�D�;8�������S������������������ !���������������
R��J�8)*�����h������� M�J�G��i��<TH;�>��>�R���+G����> fluorescence dye 1-N-
phenylnaphthylamine (NPN) ���AL�D�;8�������S��������� efflux pump inhibition �����
����R�����8������@���> ethidium bromide (EtBr) �H8*�����������R��J�8�����S��	M����
�h���G� NPN J������)	��������iLM�h�J�G��>M������������� !��� T)*��*�����S��	M�����@�� 
EtBr B�����i��<J������)	���������>M�h�J�G��>M������������� !��� ����+G����������        
R��J�8�*8���H novobiocin ��������>����� ��J�LM�>M�>��@�	��	B����������D����)	��+ !�   
A. baumannii �>M� !�)*����Q	+>8�@J���+�	� 
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ABSTRACT 

 

Acinetobacter baumannii resistance to a wide range of antimicrobial agents has  
been reported. This nosocomial pathogen has been considered to be the paradigm of multidrug-
resistant (MDR) bacteria. Fifty-one ethanolic extracts obtained from 44 different selected 
medicinal plant species were tested for resistance modifying agents (RMAs) of novobiocin 
against a reference strain, A. baumannii ATCC 19606 using growth inhibition assay. In primary 
screening process, Holarrhena antidysenterica, Punica granatum, Quisqualis indica, Terminalia 
bellirica, Terminalia chebula, and Terminalia sp. at 250 µg/ml enhanced the activity of 
novobiocin (1/8MIC) against A. baumannii ATCC 19606. Among the medicinal plants selected, 
Holarrhena antidysenterica extract that contains the alkaloid, condensed tannin, and triterpenoid 
constituents showed the highest RMAs ability with the percentage of bacterial growth inhibition 
ranging between 72 and 96 at 7.81 to 250 µg/ml of the extract against the organism.  In addition, 
the plant extract was enhanced the activity of novobicin (1/4MIC) against clinical isolates of 
MDR A. baumannii. The effect of the RMAs ability on bacterial outer membrane function was 
examined by using the fluorescence dye 1-N-phenylnaphthylamine (NPN). The efflux pump 
inhibition was measured by the intracellular accumulation of ethidium bromide (EtBr). There was 
an increase in the uptake of NPN after strains were treated with these RMA but, the intracellular 
accumulation of EtBr by the treated cells was not increased. The use of Holarrhena 
antidysenterica extract in combination with novobiocin might provide an effective alternative 
treatment for MDR A. baumannii infections. 
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�����H��H��@;�= �A.��.A�B��;<  8�8�C	;�=+�� ������<�>M��L�D�8	����	���< 
J����>M���=��JG;h���L�D� T�@�h� +*8��J� � �JG;8���8G8���T�@�������*������*��>���� M�
���AL�D� ;G�;8G�8	��� T�@��>��8	����	���<�JG�h���d����*8�G8��> 

�����H��H��@;�= �A.��.���8���D=<  �D<���	)� ��@������������H 
8	����	���< �>M��G���=��JG;h���L�D� T�@�h� �� M����AL�D� ;G�;8G�8	��� �����>��8	����	���<  

����H��@;�= EA.��.���8��=  �	))	�	�� �������EFGT�����H�=I	)8	������  
EFG��8�C	B������J�8	�������>M�JG;8�����=������T�@�h� )�8����T�G��8	����	���<KH�H�>!
�JGSF�)G����d���HF�=<�	M�L!� 

����H;�= ��.AA	��  +FA�> �h�J��H�h�����T�@;8��+*8��J� ��>M�>)����@�@�8�� 
AL�D� �h�8	��� T�@��>��8	����	���< ����H;�= ��.���A���	
  �	!���8��= �h�J��H;h�T�@�h����� M�
���AL�D� T�@����h�8	��� 

�����H��H��@;�= ;�=�*� T�@;�=T�* �>M;���JG�h�����T�@���H������ M� 
���AL�D�)����� ��H;�=�� M��T�@�G��*8���*� �>MT�@�G���JG��Q	H�)	������;��>M�JG;8��
+*8��J� � �h����� T�@;h���L�D��>M�> ����H;�= ;�=�;� �8���<  JG8��G ���8	���A��)�<���B�� 
B�;8	+�+>8�8+A��)�< ;=@T���A��)�< �J�8	�����������;�	���< �>M�JG;8��+*8��J� � T�@�h�
������+G�;� M�� ������AL�D���������� !��� ����H;�= ;�=�����N�  J�>T�G �h�J��H;h�T�@�h� 
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  ATCC   =  American Type Culture Collection 
  cfu  =  colony forming unit 
  °C  =  degree celsius 
  µg  =  microgram 
  µl  =  microliter 
  mg  =  milligram 
  nm  =  nanometer 
  mM  =  millimolar 
  OD  =  optical density  
  µM  =  micromolar 
  %  =  percent 
  RFU  =  relative fluorescence unit 

rpm  =  round per minute  
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Acinetobacter baumannii  �������	
����������������������������������������������
 !	�"��#$$%��� ����
�$���������	
�&
'������()*"��%�����+')��,��+"�� -'�������� �����
-�)���	
()*�&
�"��
) �+������)���#����+ �+��(.���������
) ��+-�)���	
$�����/������� 
(Fournier et al., 2006) �
�$����	��������(����)�	
��.����+�� (multidrug-resistant pathogens)  
��&� G��-�
�(H��

�����������  ����

�')� efflux pump ��+�� permeability -���  ���".*���	
)�	

-&
���M�����+.���.������)')��,��+ ����%&� β-lactams, aminoglycosides, ��+ 
fluoroquinolones  (Bratu et al., 2008) �
�$����	���	
��������R������-
�S&�
)()*�����������"����
�.*� (Jawad et al., 1998) ���".*���)�������WX
���
%���Y������������ �����R���&���	
G&��
�%���������������')�������G�����".*���)������&���	
(��S&GS*�Z��()*�&�� ��������R"����
)�	
-&
���M�����+.������)���".*������� *
$����)"�������
�"�*��"�������[���� !	� �����$��
$������-*
��)*����M�����+-��".�& \ ����� !	�����
�����������
�"�������[� �-&���/!�[�����
.���
���)".�&��]��(�&
� *���*� ')��,��+�����"�*"�������[���������������^%����)�	
-&
���M�����+
.������) (Souli et al., 2008) ���"�*���&�����"�������[�$!�����
��������
�.�!�������������
����
��+"�*���
�&�����&.��� ����
�$��"�*�+�+����"������]��(�&��� �������������M�����+������	

)�	
����*�������"�*��+'����()* (Song et al., 2009) ��&������]�� amoxicillin �&����� clavulanic 
acid H!����������&���)���)�	
���M�����+��%&� β-lactam ���".*�����R��� amoxicillin ��"�*���[�
GS*�Z�����-�)���	
$�������������G��-�
�(H��   β-lactamase ()* (Martinelli et al., 1981; Wallace et 
al., 1985)  

�#$$%���������)*�.���^�������[�')�"�*��������
���� !	� ')��,��+���"�*��%�(��
"�������[�'�����
�$����G� *������-&
�&������*
� ��+��'����%� ��)��e������R����H!�� *�
�S&�H��� 
����	
()*)� �-&����������������)��&���	�������������������R

�f�^�g"���������	����	

��������()*)� )����	�$!�������������S*���)*����%�(������]������
"�*"���������f�^�g��
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�M�����+������

�f�^�g�����	����	
')�-�� �����/!�[����	
�-*�������������$����%�(�����&� 
ellagic acid �����"���%�(��(��.������) (�&��f�^�gh&����	
���������-&����������R"����
��������&���)���)�	
�� (Resistant modifying agents; RMAs)  
� multidrug-resistant (MDR) A. 
baumannii (Chusri et al., 2009) ���"�*����)���)�	
�����".*���M�����+

�f�^�g()*��*�� !	� 
�����R"�*"�������[�'�()*��� !	� ��+�)�#�.�"�������)��������)�	
�� (Marquez et al., 
2005) �����������&����$��������.�*������������&���)���)�	
��)*����������	���(����)�	
��
 
��������� ��&� reserpine (Garvey and Piddock, 2008) �����R

�f�^�g��������&���)���)�	

��()*')���f�^�g������������	� efflux pump  
���������������� �-&���/!�[�����
.�����&���)
���)�	
��$�������%�(������
���(���+�%�-�"�*����������������������(�&������ ���/!�[����
���).���$����%�(�������f�^�g��������&���)���)�	
��$!����� *
�S���������$+��]��(��S&���
��*�#�.����)�	
��"��������������� ��+��]���������

�f�^�g��������R"�*�&�������
�M�����+ ��+��/(��������+��/�������%�(��.���.������) ��+����"��*
�R�������.&����
����"�*��%�(��"�������[�'�')�"�*����S*�������
)����� ���/!�[���	���	$!���������&������
���"�*�������������
�S&"���+��/
�&���.��+�� ��+���� *
�S���	�q������
��]��(��S&����)���
"�*���M�����+����&
".*���)G� *������-&
�&����� 

�����$����	���	$!�����-R%��+������$+������/!�[�f�^�g 
���%�(��(������
�����"�*����
����&���)���)�	
�� 
����	
 MDR A. baumannii ')��)�
�"�* novobiocin ����-*����"�
���/!�[� ��+/!�[���(����

�f�^�g 
�������)-&
��(����)�	
��  
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1. Acinetobacter baumannii 
 1.1 ���[Y+����(� 
 A. baumannii ���������������$�)
�S&"� Family Moraxellaceae �������	
�������������� 
�S��&�� coccobacilli 
�$���S��&������-�-&�����

�(�"��-&�+�&�� 
�����$����-��'- ')���
���[Y+���� rod-shaped "��&�� growth phase ��+�����[Y+���� coccobacilli "��&�� stationary 
phase ���".*$��������	
���)��	

�$�����	

��� \ ����&
'� ��&� Neisseria ��+ Pseudomonas "�����
�&�-��$()*��� (Konman et al., 1997; Mandell et al., 2005) �����	�
�$-�)���*��������������
��� (Gram-variable) ����
������/!�[�v��"-*��*
�$%����/�� ���&����	
�����$�)�����-�����
��+$�)��+$�� (�&����
���� ���	

�/��

�H��$�"�����$�����&���	���+�$����-��'-()*)����
%Y.vS�� 
37°C (�&�����R.����	��-�� lactose ".*G��������M��������
�(H�� catalase ".*G�������M�������
�
�(H�� oxidase ���[Y+''�����
�.�� MacConkey agar ".*''���"�(�&���� ����S�  
�
����� (�S���� 1a) ���[Y+''�����
�.�� tryptic soy agar ".*''����� �� %&� ����S� �
������ 
(�S���� 1b) ')���-�$+�����	
���)��	()*-��^�����-� ��&� "�)����+�	�� ��+��������R���()*$��

�.�� ��+���� (arthropods) "�������)�*
� (Fournier and Richet, 2006) �&��"���%[�������R
���+���	��()*')�������$��G��.�����+��)�G� �+������)��.��"$ ��+�+������)��
�.�� 
(gastrointestinal tracts) (Getchell-White et al., 1989; Schreckenberger et al., 2007)  
 
a             b  
 
  
 
 
 
 
 
 
�S���� 1 Acinetobacter baumannii ATCC 19606 growing on MacConkey agar (a) and tryptic soy 
agar (b) 
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 1.2 ������������������� 
 ')���-� A. baumannii �����
�S&����(�-��^�����-����(�&�&
'�"���%[�� �-&"��&��
�+�+���� 10 �z���G&����������+��) 
� A. baumannii  ���) !	�����'�� (Gould, 2008) $���������
���	
�&
'���������"�'�������� ����������+.�R!��#$$������&�G�".*���	
���)����%����"�����&

'�"���%[�� ���&���+�
�)*�� 3 �#$$�� ()*��& ��������R"����)�	
-&
���M�����+��%&�.��� 
��������R"����������-�
)()*���"�����.*���+��������R"������-&
�	����h&����	
���)
-&�� \ (Peleg et al., 2008) �#$$���.�&���	�������.-%�����������".*���)���-�)���	
��+����+��)"�
'��������')��,��+"�.
GS*�Z��v��+���f- (intensive care units: ICUs) ��������-�)���	
"�
�+������)���#����+ -�)���	
"���+�����
) ��+"�GS*�Z����������� *
�������"�*����
��&��.��"$ 
(Fournier and Richet, 2006) ���������&� A. baumannii �������	
�&
'���������"�'��������
-�	��-&�&���z 1970 �-&(�&������+��)"�����*���������
�$��(�&�&
'�"���% v��)��-&$+�&

'�"�GS*�Z�������v��+vS��%*��������&
� ��+�����
�-�����)�	
-&
���M�����+�*
�  

"�����-&
�� A. baumannii �����������	
������������S*$���������(�$������+��)"�.�S&
�.��
����������������$�������"���+��/
������+
�~�����R�� (Jones et al., 2006a; Hawley 
et al., 2007) �����-��$�����	
"���)�G����()*���"��+.�&�������$��������� *
R��R������R!�
����+��) 
����	
"��R���+��/�%'����+
������"�����-&
�� �#$$%������&� A. baumannii ����
���	
�&
'����)��-*� \ �����()*�&
�"�'�������� �������	
,��'
���"�GS*�Z������ *�������[�-��"�
'������������������� GS*�Z��.������G&�-�) GS*�Z��-�)���	
 HIV ��+GS*�Z�������v��+vS��%*����
����&
� (Schreckenberger et al., 2007)  
 ��Y�/!�[�"�GS*�Z��.���
��% 47  �z ����Z��)*��'� necrotizing fasciitis $�� University of 
Chicago Medical Canter "���+��/�.��q
������ GS*�Z����/.���)����&������+��-����-�)���	
 HIV 
��+����'�(-�+�+�%)�*�� � *�������G&�-�)���( &��+���+���	
����
�&�����������Y���G&�-�) .���$��
��	������ 1 ���GS*�Z��)����&������� *����������[�
����	�)*��
�����G�
�����$�����G&�-�) ����
���
������+���	�����	
$���G������	
 coagulase-negative staphylococci �����$!����������[�')����
".*�� amoxicillin-clavulunate (β-lactam/β-lactammase inhibitor combination drug) G����
�)�
����(� 
����	
 (susceptibility test) ���&����	
)�	
-&
 methicillin ��+GS*�Z����*�� ��%&�      
β-lactam inhibitor .�!�����)�.�-&
��GS*�Z����]�����-�)���	
(���������Y
%*��������� ������)�
�
".* piperacillin-tazobactam, vancomycin, ��+ clindamycin H!������������
��%����	
��	���%&� 
aerobic ��+ anaerobic pathogens ��+������)�
�".*�� aminoglycoside ��+ amikacin H!��������
���"�*���.������[�'�-�)���	
$�� MDR Gram-negative bacteria �-&������[�����(�&����G� 
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.���$�����G&�-�)��	�����
�����
�
��z.�
�

� ������G��.����%�
� !	������Y-*� � �� G����
���+���	
$��-��
�&����	����	
���()*$��.�����*��+��	����	
"-*���	
����
( ���������)���
������+�%�&�
�������	
�������������� ����
���-��
�&�����
)(����+���	�����������	
 Gram-negative bacilli ���
���^%�      A. baumannii ���(�-&
 ampicillin-sulbactam ��&���	� .���$�������-�)���	
 A. baumannii 
�����Y��)�G� 
�GS*�Z�����)������� 
����	
����
��+��	����	
 !	���G��.�����+���	
����

&
� ���
-�)���	
 A. baumannii ���".*���)���
�������+�����-�� 
����	
����
�%���� !	�����
� \ H!������
���[Y+
��������M 
�'� necrotizing fasciitis (�S���� 2)  
 

 
 
�S���� 2 Acinetobacter baumannii necrotizing infection of necrotic muscle tissue of patient the day 
after the initial debridement (Acknowledgement: Charnot-Katsikas A. Department of Pathology, 
The University of Chicago Medical Center. Charnot-Katsikas@uchospitals.edu) 
 
 A. baumannii �������	
���)�)���������()*$�������&�-��$��	�.�) .������)���-�� 
�
���	
����
(�&��� �� A. baumannii ��	�$���G�G&�-�)��+�	��$���&
��*
� ����
������	
���)�
����&�
���	
)�	
-&
���%����)�����	� ampicillin-sulbactam �-&
�&��(��e-���e���������".*�� colistin -��
.��� 
�������[� (�&������)�.�-&
��GS*�Z����������-)*��
����v��+�e
$�����-�)���	
 (septic 
shock) .���$���������M !	���	���� 
�
����G���%�
� (Charnot-Katsikas et al., 2009) 
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 1.3 �������$,�����	
"�.*
��M���-���� 
 "���Y�GS*�Z������'� necrotizing fasciitis ���
�$���)$�����-�)���	
$������
���
���
�������� $�����-��$�� Gram-negative coccobacilli .��
 pleomorphic Gram-negative bacilli 
���������G� ���� A. baumannii H!�������(�&$������-*
��
G�����)�
����(� �-&��������
���$�)�/[H�� 
����	
'�.��
���	
����
���-����*�

�(���+���������[�)*�����M�����+-��
��+�����Y� (Charnot-Katsikas et al., 2009) $��������������.*
��M���-���� A. baumannii ���
�����[Y+�*���!���� Acinetobacter spp. 
��� \ �-&
�&��(��e-�� ���������G�)����&����� !	�
�S&
���[Y+�������Mv��"-*��*
�$%����/�� ���[Y+ 
����	
"�
�.���.����+
�.��� e��������
�M�����+ (antibiotic-impregnated agar) H!�����[Y+ 
����	
�������M-*
����� Gram-negative rods 

��������
�.�!���
������+���	��')�-��$��-��
�&�����
)"� �) (blood culture bottles) .��

���+���	��$��
�.�� non-selective media H!��$+�����	
���[Y+ coccobacilli (Schreckenberger et 
al., 2007) 
 �������)�
������&�-��$$�����	
����
 ��)�G� .��
�#����+')�������+���	
"�v��+�����


�H��$� (aerobic) ��
�.�� Schaedler Blood Agar (SBA), Colistin Nalidixic Acid Agar 
(CNA), MacConkey (MAC) agar .��
 eosin-methylene-blue (EMB) agar ����$���()*��	����	

����������������+������� ���������+���	�����	
�� Chocolate agar (CA) $��-��
�&�������&�
-��$���()*$�������Y������".*���/$�����	
 (sterile sites) H!�����������Y���
�$�����	
$%��������()*
�*
� ���.���-��
�&�����()*$����)�G���+���	
����
��	�.�)��������	����$��
�.�����	�����	
"�
�v��+�������+(�&��

�H��$� ���	
��%&� Acinetobacter spp. $+�������	
���-*
����

�H��$�"����
�$����-��'- (strictly aerobic) 
�.�����"�*"�������	�����	
"��v��+�����

�H��$�
�$$+"�* brucella 
blood agar (BBA), ��+ selective agars ��&� brucella agar with gentamicin (BG), kanamycin-
vancomycin-laked blood agar (KV-laked SBA) ��+"�* Anaerobic PEA (Phenylethyl Alcohol 
Blood Agar)  �&�"��v��+���(�&��

�H��$����
%Y.vS�� 37°C �&��
�.���.�����"�*���.�����������
������ ')���-���*���"�* GN (Gram-negative) broth, Selectine .��
 Thioglycollate "�������
���	
  
 ����)�
���������� 
����	
��%&� Acinetobacter spp. 
�$�-�������	
')�������+���	����

�.�����
%Y.vS�� 37°C �������� 24-48 ����'�� G�����)�
�������������()*��+�
�)*�� 
cytochrome-oxidase negative, catalase positive, glucose oxidation positive .��
 negative, motility 
negative �&���M������� oxidation  
� carbohydrates 
��� \ ��+����$����-��'-"�
�.���.��$+
�-�-&�����(�"��-&�+������^%� 
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 �������$,��
������()*')�"�* commercial kit .��
 automated system (�&�������	�����"�*��^�
���'����%�"����$����� Acinetobacter spp. ()*���� 17 biotypes ��+���.����)����� 
� 16S 
RNA �&������)�
����(� 
����	
-&
���M�����+���()*"�*')���^� disc diffusion, agar dilution, 
.��
 broth dilution -����^���-�q�� 
� Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
(2008) 

1.4 ����+��) 
 A. baumannii �����R���&$���.�!��(��S&
���.�!��()*')�������G�� 
��.��v��"�
�&����� ��&� ���
) �#����+ .��

%���Y����"�*���GS*�Z��-�)���	
 ��&� .S~#� stethoscope ����
���)���
)�� ��+
%���Y�
��� \ .��GS*�Z�������	

�S&"��
) GS*�Z�������R���&���	
()*')����(
 $�� .��
���
�����.+ �-&�����R $�)���	


�(�()*')��������+�*���������+
�) (CDC, 2005)  
 1.4.1 ����+��)"���+��/�R��%'����+
������ 
 A. baumannii ����.�!��"�$%�����������RS� �������&� �ESCAPE� �����+�
�(�)*�� 
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii,                  
P. aeruginosa ��+ Enterobacter spp. H!��������%&����������������'�-�)���	
�.&��.��q
������ 
(Diseases Society of America) ".*�����"$����
�$����������"�����&
'� ��+�������	
�����
()*�&
�"�'�������� �����	���������R"����.��.������M�����+$!�()*���
�&� �escaping�  
�
�$����	�$%����������%&���	����������������R"����)�	
��()*.������) (Boucher et al., 2009) ���
�����#�.�"��R���+��/�%'����+
������ ')��,��+������^%� A. baumannii "��z 2008 Souli 
��+Y+ (2008) �������&�
�-�����-�)���	
 A. baumannii ������()*$����+�����
) 
�GS*�Z��$��
.�&�� ICU ���S�R!� 85% "���+��/���H��+��R!� 45% ������()*$��GS*�Z��"�'��������$��
��+��/������+-%��� �#�.�����+��)"�'�������������#$$��������".*���)
�-�����-���S� 
')��,��+����+��) 
�������^%����)�	
-&
���M�����+��%&�.���  
 Centrers for Disease Control and Prevention (CDC) �������&�"�'�������������&� 
300 �.&�"���+��/�.��q
��������
�-���������� !	� 
� A. baumannii ���)�	
-&
 carbapeneme 
(carbapenem-resistant A. baumannii) $�� 9% "��z 1995 ���� 40% "��z 2004 (Carey et al., 2006) 
�
�$����	���������+��) 
� carbapenem-resistant A. baumannii ���) !	�����'�� (Livermore et 
al. 2010; Morgan et al., 2009) carbapenem �������M�����+�����f�^�g"���������	����	
��*����
��+���^�v��"����"�*���[�'�-�)���	
����%���� (Pournaras et al., 2006) ���)�	
-&
����%&���	���".*
������� *
$����)"����"�*��"�������[� ��+"�.�����Y������-*
�����(�"�*����%&�
��� ��&� 
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polymyxins H!�����������������[-&
�+����+��� (nerotoxic) ��+������[-&
(- (nephrotoxic) 
(Falagas and Kasiakou, 2005) 
 1.4.2 ����+��)"���+��/�R��
���� 
 ���������������+��) 
� A. baumannii "���+��/�R��
����
�&��-&
����
� .���
'�������������$�)�����+��
�������)�"���������	�������&�+��) 
����	
�������� �-&�e������
����+��) 
�������^%� MDR non-fermenting bacteria ')��,��+ MDR A. baumannii ��
���/!�[����'�*����)�	
��$��q�� *
�S� 
�'��������"��&
��� "��+�+���� 12 �z �+.�&���z 
1997-2008 ')�������[Y+���)�	
-&
���M�����+

����� 3 ��%&� ��%&����.�!���
���	
���)�	
-&
����%&� 
carbapenem �
��
���	
���)�	
-&
���M�����+��%&�.���-�	��-&�����%&� ()*��& aminoglycosides, 
antipsedumonal penicillins, carbapenems, cephalosporins ��+ fluoroquinolones ��%&��������
���	

���)�	
-&
����	�.�)����*� amikacin ���&� A. baumannii "���%&����.�!����
�-�����)�	
������� !	�$�� 
2.6% ���� 29.4% ��+��%&�����
���
�-�����)�	
������� !	�$�� 24.9% ���� 37.5% "� Y+�����%&����
�����
�-���������� !	���e��*
� (Ho et al. 2010) �����/!�[�����+��) 
����	
���)�	
-&
���M�����+
��%&�����
������&��".�& ��+(�&()*".*���������������+��) 
�������^%� MDR A. baumannii 
��%&�
��� ����
(�&�������	���)������^%� A. baumannii ���)�	
-&
 carbapenems ��+����%&� β-lactams 
���)-&�� \ ����
���$�����)����+��) 
�������^%����G��- OXA-type enzyme �-&�
�(H�����)��	
(�&()*�������.-% 
�������) cross-resistance "�����%&� aminoglycoside ��+ fluoroquinolones �-&

�&��(��e-�� carbapenems �e����������-�����
���������R"�*"�������[�'�-�)���	
$�� A. 

baumannii ������(�-&
�����)��	 (Maragakis and Perl, 2008) 
 "��z 2010 ������+��)��	�".�&"�'�������� Teikyo University Hopital "�
��%�'-����� ��+��/����%Z� ��GS*-�)���	
 MDR A. baumannii $����� 53 �����+"�$�������	 9 ���
��������- ���
�����"���+��/��&��'�[�$*�.�*����"�'�������� ')���&���&����� ��������
��
�������-�)���	
"�'����������+�����������-�)���	
(����.�&�������������� *
� (CID, 
2011) "��+�+���� 2 �z �� MDR A. baumannii $����� 98 isolates ��+"���%�'-�������GS*�Z��
��������-$��
����-�)���	
"���+�����
) (hematological diseases) (Anon, 2010) 
 1.4.3 ����+��)"���+��/(�� 
 ����+��) 
� A. baumannii ���) !	�����(�"�'��������"���+��/(�� ��+�������	
�����
��������������������������&
'�"�'���������������)��-*� \ ��
�-�����)�	
���S� ��+)�	

-&
���M�����+()*.���.������) ')�RS��+�%����������^%� MDR A. baumannii H!��)�	
-&
��
�M�����+�����&�.��
��&���� 3 ���)�����+�
�)*�� third-generation cephalosporins, 
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aminoglycosides ��+ fluoroquinolones ��+RS��+�%����������^%� pandrug-resistant A. baumannii 
(PDR A. baumannii) "���Y�������	
)�	
-&
���M�����+�%����)����*� colistin ������^%���	��
�����
������^%�����&�G�".*���)
�-�����-���S�')��,��+"�������^%� PDR A. baumannii ���&����".*
GS*�Z�����-�)���	
��
�-�����-���S�R!� 80% ����
��������������������^%�������� drug-sensitive A. 

baumannii �����
�-�����-������� 14% (Apisarnthanarak and Mundy, 2009) 
 "��+.�&���z 1998-2002 ���)
%��-����Y��+��) 
� PDR A. baumannii  !	�"�'��������
�.�����������".�& ��+���&� 95%  
� Acinetobacter spp. ���������(�"�'���������������
���^%�    A. baumannii  ��+$�����-��$�
������&�-��$"�GS*�Z��-�)���	
 A. bauamannii $����� 
322 -��
�&��"��+.�&�� �)�
������-��R%���� �z 2003 ���&�-��
�&�������e� 51% ()*$��.
GS*�Z��
������� ��+ 40% ()*$��.
GS*�Z��/������� H!��-��
�&��$����� 45% $����	�.�)����������^%� 
PDR A. baumannii "�'���������)������ (Chaiwarith et al., 2005) 
 Surasarang ��+Y+ (2007) ������/!�[��#$$�������� 
����-�)���	
)�	
�� A. baumannii "�
'��������/������ �+.�&�������� 1 �����-31 ^����� 2005 $��GS*�Z�� 155 � ��������������
��%&�GS*�Z�����(�&()*-�)���	
"�'��������$����� 310 � ���&��+�+�������� *�������[�-��"�
'�������� ���"�&
%���Y������������� *��S&�&����������&� 1 ���)�.� ��&� ���"�&������
�#����+ ���"�*����
��&��.��"$ ���"�&������� *�.�
)���
) ���"�&������".*
�.�����$�S�
�S&��+���+
�.��  ��+���".*���M�����+������) ��&�  third-generation cephalosporins, fourth-
generation cephalosporins, metronidazole ��+ piperacillin/tazobactam �����#$$������������&������
".*���)���-�)����  A. baumannii "�'�������� ')����&�-���.�&� 
����-�)���	
������������%)�
 
���-�)���	
"�����)��.��"$�&���&�� �)���� 74.8%  
�GS*�Z��-��
�&�����-�)���	
��	�.�) 
 �z 2008 Rodsathien (Rodsathien, 2008) ������/!�[�
%��-����Y���+����%� 
����	
        
A. baumannii �����"������&�-��$ 
�GS*�Z��'�����������%��"��&���)�
������-������� 
���&� 5 
��)�����"�$��������	
��������������������&
�����%) ()*��& A. baumannii (40.82%), 
E. coli (10.04%), K. pneumoniae (6.61%), P. aeruginosa (3.57%) ��+ A. lwoffii (3.57%) ��+
���&� A. baumannii �&��".�&���������������^%� MDR A. baumannii H!�����()*$����� 309 ���
���^%� ')������	
"�.
GS*�Z��
��%������������%) (59.8%) �
������
.
GS*�Z��/������� (39.1%) 
�-&(�&��$��.
GS*�Z���S-�������+GS*�Z���
� ���) 
������&�-��$���-��$���������%) ()*��& 
���.+ (68.6%) �
�����()*��& swap $���G���+.�
� (23.6%), �#����+ (6.4%), ��+���
) 
(1.2%) -�����)�� �&���S�������)�	
�� ���&����	
 A. baumannii )�	
�����
��%����) ����*� 
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colistin $�����/!�[�"���	���	��%�()*�&� MDR A. baumannii �������.-%.�!�� 
����-�)���	
"�
'����������+����
��)��.�!�� 
����	
��������)�	
-&
���M�����+.������) 
 $����������$ 
�v����^������ Y+����/��-�� �.����������� ���������
�+.�&���)�
� �����-��R%���� 2009 ���&� A. baumanii �������	
��������������������������%)
�
�$�� E. coli, P. aeruginosa ��+ K. pneunoniae $�������&�-��$ ��+�������&����	
��������
������������������������������� ��&� S. aureus 

1.5 ����&
'� 
 ��(�����&
'� 
� A. baumannii ��	����(�&�������)�$� ����
�$�����(�&�����G��-
�����[ (toxins) .��
���������".*�H�������.�� (cytolysins) ��+���#$$���&���	��������&�G�".*���)'�
�*
� (Gordon and Wareham, 2010) �-&
�&��(��e-�� ��������/��-���e������#$$��
��� \ ����&������
".*���	
�&
'���+��*���������.����&�H�����+
����+-&�� \ "��&����� )����	 
 1.5.1 Adhesions  
 A. baumannii ����������R"�������+-�)()*
�&����)��e���	������Y������� biological 
surfaces ��+ abiotic surfaces $�������*�� biofilm (Lee et al., 2008) H!��������(�.�!����������"�
����&
'� 
����	
��������.������) ���".*�&��-&
��������$�������
%���Y������������ ���
)�	
-&
���M�����+ ��+���.��.����+��vS��%*���� 
��&����� �����*�� biofilm ��	������
������ *
����.�����(����RS���%�)*���+�� quorum sensing ��+$����� 
� two-component 
regulatory systems (Gaddy and Actis, 2009) ��+���������+-�)��	������$����������� 
� pilli 
��+ frimbriae H!����.�*���������"� �	���� 
�������+-�) $����	�$+�����G��- exopolysaccharide 
��������&����+�
������ 
� biofilm ������S�Y�H!��$+�����	���������� 
� neutrophils ��+
�&���������)�	
�� (Gordon and Wareham, 2010) $�����/!�[����&�  A. baumannii ��
��������R"�������+-�) bronchial epithelial cells ()*
�&����)��e��&�G�".*���)���-�)���	
"�
�
) (de Breij et al., 2009) 
 1.5.2 Outer membrane proteins (OMPs) 
  ����
 A. baumannii ���)������+-�) eukaryotic cells  !	����	
$+�����R�%��%���+�&������
".*���) apoptosis �������G���$����������� 
� outer membrane protein A (OmpA) "����
��+-%*� Th1-mediated immune response ��+������ nitric oxide synthase (iNOS) G&����� Toll-
like receptor (TLR)-2-mediated pathway ���".*���)���.���� cytokine ���)-&�� \ ���(���+-%*����".*
�H������)���
����� (Siroy et al., 2006) 
 1.5.3 Iron acquisition 
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 ^�-%�.�e���	���������������+�����$������"��+�����v�� ��&�  ��&�
���e�-�
� 
����
����+�
� 
����
) ����-*� A. baumannii �������������������������R"����"�*̂ �-%
�.�e� H!��������������������".*���	
�����R������-�
)
�S&()*"� host ��+"�������)�*
� ')�.����
���.���.������)"�����+���^�-%�.�e� ��+�����"�*"�����$����-��'- ��+�
�)*�� 
siderophore acinetobactin ��+��������RG��-()*$�� hemin utilization system (Zimbler et al., 
2009) ���.�������)����&�����&�������� *
������������������ iron-binding proteins ��������"� 
serum  
�GS*�Z�����-�)���	
"���+�����
)$�� A. baumannii (Smith and Alpar, 1991) ����
�$��
�����+�
� iron-binding proteins ��&� lactoferrin ��%Y����-�"���������	�����$����-��'- 
�
$%�������� (Sanchez et al., 1992) �-&$������)�
�"� in vivo �����)�

���	���(�&��)�$�����
�$��
�� siderophore �*
�"���+����������&
".*���)���-�)���	
 (Gordon and Wareham, 2010)  
 1.5.4 Lipooplysaccharide (LPS) 
 '����%� LPS  
� A. baumannii ����������R"����������".*���) pro-inflammatory 
cytokine "� monocytes  
���%[��G&�������+-%*� 
� TLR-2 ��+ TLR-4 (Erridge et al., 2007) 

1.6 ��(����)�	
-&
���M�����+�������� 
 ��(����)�	
�� 
� A. baumannii ��+�
�)*����(�.���".�& \ 3 ���) ()*��& ���"�*
�
�(H�������	���������� 
��� ����)����.����� ��+����������^%�')����������������.���
 
��� (�S���� 3) (Rice, 2006) ��(����)�	
-&
���M�����+����������)����	 

1.6.1 Efflux pump 
 Efflux pump ��.�*����"���� ������������
��-�����+��������������������
�

�$��
�H��� ��()*"�����������-�%����) (Pages et al., 2005) "��������� efflux pump ��.�*����"���� ��
���M�����+

�G&���������
.%*��H�����+�)����+�������[���)-&�� \ v��"��H��� ��&� 
antimicrobial peptide '�.+ ��+�	����h&����	
 ')���� ��

���	
�/��������� ATP (ATP 
hydrolysis) �����������.��

�/�����������������+$% (ion antiport mechanism) "����
 ������
������Y����
.%*��H��� (�S���� 3) ��(����)�	
����	�����R�����	���������� 
����M�����+
')�(�&$�����+��������)")���).�!����+���������(�������&
�H!���������&�������������������
����.��� 
���')�����������^%� ����) membrane permeability ��+���������������� 
(Eswaran et al., 2004; Li and Nikaido, 2004; Poole, 2004) ��������� 
� efflux system �����R
�����&� minimal inhibitory concentration (MIC)  
����	
()* 4-64 ��&� (Poole, 2002; Li and Nikaido, 
2004; Poole, 2004) ���".*���	
����������)�

� 
� efflux system )�	
�������&���-� efflux pump 
RS�$�)$�����

�()*���� 6 families ��+�
�)*�� ATP binding casstte (ABC) family, major 
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facilitator superfamily (MFS), resistance-nodulation-division (RND) family, small multidrug 
resistance (SMR) family, Multidrug and toxic compound extrusion (MATE), ��+ drug/metabolite 
transporter (DMT) superfamily 
 

 
�S���� 3 Potential Mechanisms of Antimicrobial Resistance in Acinetobacter (Munoz-Price and 
Weinstein, 2008) 

 
�����)�

� 
� efflux pump �-&�+���)$+�-�-&�����"������������������+����

��')�$+�������)�

� 
� efflux pump ���) MFS ��+ RND �����&��".�& MFS pumps $+
��()*��	����������+������ �����[Y+���� relative narrow spectrum ��-�$+$)$�����) 
���
�M�����+()*�*
� ���.��� RND pumps ���,��+"�����������������&���	����� extremely wide 
spectrum  
� substrate .������) ��&� ���M�����+ antimicrobial agent, dyes ��+ disinfectant 
(Levy, 2002; Li and Nikaido, 2004; Lomovskaya and Totrov, 2005; Piddock, 2006) 
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MFS ��+ RND family ������� efflux pump ��������� *
�������)�	
��"� A. baumannii 
(Vila et al., 2007) $����������������������^%������ gene )�	
��"� MDR A. baumannii ���
���^%� AYE ����+��)"�������/�H!�����&� gene )�	
���&��".�&()*�����$�������������)
��� ��&� 
Pseudomonas, Salmonella ��+ E. coli �
�$����	� gene ��	���������%&� gene ���
�S&"������Y 86 kb 
.��
�����Y island H!�������Y resistant island (AbaR1) ���������������&����&�������� *
�������)�	

���M�����+ '�.+��+�	����h&����	
 v��"� island �&�� 46 open reading frames (ORFs) ���&��
������ *
�������)�	
�� ��+�����Y 32 ORFs ���&�������� *
���������)�

� 
� RND family, 
MFS 7 ���), MATE family 2 ���)��+ SMR family 1 ���) (Fournier et al., 2006) ���.��� efflux 
pump �����"� A. baumannii ��)�"� -������� 1 
 
-������� 1  
Efflux pumps described in Acinetobacter baumannii and their activity in front of several 
antimicrobial agents (Vila et al., 2007) 

 
1.6.1.1 Major facilitator superfamily (MFS) 
')���-���*� MFS efflux pumps �����$�����+"�����&�

��������������) Tet efflux 

pump ������(�"�)�	
-&
 tetracycline "��������������� tet efflux gene �����R��)�

�"� 
transposons ����
�S&"� plasmid H!����$����������.�����%&����(�&�����R� *����()* �&��".�&
���)$�����G����� (conjugative) (Vila et al., 2007) efflux pump ���)��	
�S&"� MFS family ������
')�������������� proton  
� tetracycline-cation complex (Chopra and Roberts, 2001) "�        
A. baumannii Tet (A) ��+ Tet (B) ���� efflux pump .������).�!�� $�����/!�[� Tet (A) ���&�
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���".*)�	
-&
�� tetracycline ��+ Tet (B) ���".*)�	
-&
 tetracycline ��+ minocycline  �-& efflux 
pump �.�&���	(�&��G������ tetracycline ���)".�& ��&� glycylcyclines Marti ��+Y+ (2006a) ���
��������+.� gene "� tetracycline-resistant A. baumannii ���(�&()*������ *
��������+��)$����� 
79 ������^%� ���&� 66% �� tet (B) gene ��+ 13.6% �� tet (A) gene (�&��������^%�")������������M
��	��
� gene (Guardabassi et al., 2000) 

CmlA ��+ MdfA efflux pump ����
����%&����
�S&"� MFS family �����"� chloramphenicol 
resistance gene  
� A. baumannii  ���.��� CmlA efflum pump ���".*���	
)�	
-&
 chloramphenicol 
��+ MdfA ���&����.�*���� ��&����"�����������%&� Enterobacteriaceae .���������^%� ��
���/!�[����)����� 
� MdfA �� MdfA orthologue "� A. baumannii ������()*$��GS*�Z�� �����
����M 
� MdfA efflux pump ���".*���	
)�	
��.������)��+"�$�������	��
 ciprofloxacin ��+ 
chloramphenicol (Vila et al., 2007) 

1.6.1.2 Resistance-nodulation-division (RND) family 
RND efflux pump ��()*"��������� Archaea ��+ Eukaryotes ������) "���������

������ RND ����
�S&"��&�� 
� inner membrane ��+������������&����� 
�'��-���
����)
�
 outer membrane channal protein ��+ periplasmid adaptor protein ���
�S&"��&�� 
� outer 
membrane ��+ periplasm (�S���� 4) (Blair and Piddock, 2009) RND system "���������������
���".*���	
)�	
����� innate resistant R*�(�&�������)�

� 
� efflux pump ���)��	��������$+(�
-&
����� !	� ��&� �����)�

� 
� AcrB (�S���� 4) "� E. coli ������".*�������^%�"�.*
��M���-����
��������������^%����)�	
-&
���M�����+.������) (Baucheron et al., 2004; Eaves et al., 2004; 
Nishino et al., 2006) �
�$����	����	
��������R��*�� efflux system ()*�����&�.�!���+�� ��&�     
P. aeruginosa $����� 450 ������^%��� 28% ����������)�

� MexAB-OprM ��+ MexXY �S� 
����
�$��G�$����������� 
� efflux pump ���".*���)
%��-����Y�)�	
�����)".�& ��&� tigecycline 
"� E. coli ��+ Enterobacter cloacae ����������)�

� 
� AcrAB �S� (Keeney et al., 2008) 
RND ���� efflux pump ���
�/�� proton motive force "���� �����

� (Poole, 2002) ���".*���	
)�	

-&
���M�����+.������) ��&� aminoglycosides, β-lactam, chloramphenicol, erythromycin, 
tetracyclines ��+���R!������ ��&� EtBr )*�� "� A. baumannii AdeABC ���� efflux pump ���
��+�
�(�)*��'��-������&�� ��+�
�)*�� AdeA ���.�*������������ membrane fusion protein 
(MFP), AdeB ���.�*�������� multidrug transportoer ��+ AdeC ���.�*�������� OMPs (Magnet et al., 
2001) ���.��� AdeB $+������ *
��������)����+�� 
� fluoroquinolones (Higgins et al., 2004b) 
�&��".�&���)�	
��"� family ��	��������� *
��������������&����� 
� MFP ��+ OMPs $��
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���������^���	���".*�������������R�����-*��$%��������G&��

�$�� inner ��+ outer membrane 
()*')�(�&".*�+��v��"� periplasm (Vila et al., 2007) 
 

 
�S���� 4 Schematic diagram of a tripartite RND system, AcrAB-TolC of E. coli. In Gram-negative 
bacteria RND pumps (e.g. AcrB) are situated in the inner membrane and function in a complex 
with two other proteins, an outer membrane channel (e.g. TolC) and a periplasmic adaptor protein 
(e.g. AcrA) (Pos, 2009) 
 

Efflux pump ���)��	RS���%�')� two-component regulatory system (AdeRS) ')� 
AdeS ���� sensor kinase ��+ AdeR ���� response regulator (Marchand et al., 2004) ���.��� gene 
��� code '��-���
����)��	-�	�
�S&)*��.�*� adeABC gene ��+RS�R&���
)(������/���-����� *�� 
(Vila et al., 2007)  

�����/!�[� efflux pump inhibitor (EPI)"���������	���������� 
� RND system ���&� 
phenyl-arginine-β-naphthylamide (PAβN) ����������)��������%Y����-����� EPI ����(�"����


�f�^�g��*�� (broad-spectrum EPI) �����R�����	� MexB  "� P. aeruginosa (Lomovskaya et al., 
2001) "�    A. baumannii PAβN ������� *� *� 25 µg/ml �����R�)&� MIC  
� rifampicin ��+ 
clarithromycin ()* 4 ��&� (Pannek et al., 2006) 
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1.6.1.3 Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) 
Efflux pump AbeM ���� efflux pump ���$�)
�S&"� MATE family �����[Y+�*����� NorM 

�����"���������.������) ��&� Erwinia amylovora ��+ PmpM "� P. aeruginosa, Vcm "� 
Vibrio parahaemolyticus, YdhE "� E. coli, ��+ HmrH "� Haemophilus inflenzae �����)�

�
 
� efflux pump ���)��	���".*�����&� MIC  !	� 4 ��&�"� norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin, 
gentamicin, 4�,6�-diamino-2-phenylindole (DAPI), triclosan, acriflavine, Hoechst 33342, 
daunorubicin, doxorubicin, rhodamine 6G, ��+�� EtBr �
�$����	���������&� MIC  !	� 2 ��&�"� 
kanamycin, erythromycin, chloramphenicol, tetraphenylphophonium chloride (TPPCI) ��+ 
trimethoprim (Su et al., 2005) efflux pump "� family ��	()*����.�&���������
��.�&��
 proton 
motive force ��+ sodium ion gradient (Piddock, 2006) 

AbeM "�*��+'����$�� proton motive force "���� ����-*��$%��������

�$���H��� (Su 
et al., 2005) ���/!�[������)�

�"� A. baumannii ������()*$��GS*�Z��
�/�� efflux pump 
inhibitors ��&� reserpine ��+ MC 207,110 (Ribera et al., 2002; Vila et al., 2002) -�������	��.�&���	
(�&()*�����$�����+��+
�$(�&�.��+����� efflux pump ��	�.�) �-&�e���������/!�[����
)����&����� efflux pump "� A. baumannii ��+���&� MIC  
� nalidixic acid �)�� 8 ��&�����
"�*
�&����� MC 207,110 �
�$����	� MIC  
�������
"�*�&����� reserpine ���&�&� MIC  
� 
ciprofloxacin �)�� 4 ��&�"� A. baumannii $����� 33% ������()*$��GS*�Z�� (Vila et al., 2002) 

1.6.2 Outer membrane proteins (OMPs)  
porins ����'��-����������[Y+�����&
� (�S���� 3) ���.��� ��&�'����%�G&�� lipid bilayer 

membranes ���� permerbility ���.���'����%�����+����	��()* (hydrophillic solutes) ���������Y���
�����R���+-�)����H������)
�����+$����� bactericidal compounds "������YG���H��� 
�
�������������� ��(����)�	
��.��� \ ��(������	������%������)�

� 
� porin ����
���-
���
�-&
���M�����+H!���������������������.������)��]�� !	�����
.��.�����������	����	
 
porin $!���.�*���������-&
��������R"����)�	
-&
���M�����+ (Vila et al., 2007) �-& *
�S� 
OMPs  
� A. baumannii ���������%Y����-�"����H!�G&����+��(������������������������
�*
����".* *
�S����(�&��)�$� (Marti et al., 2006b) �-&�����/!�[�$�������+ ��) 
� porins ���
��"� A. baumannii ���&����*
�����
����������������������������
��� \ (Obara and Nakae, 
1991) ��+���������&� outer membrane  
� A. baumannii ����������R"����H!�G&�� 
���
�M�����+�*
���&� E. coli ���/!�[���������R"����H!�G&�� 
� cephalosporins ������� *� *�
�+.�&�� 2-7 ��&� ���&� P. aeruginosa �����H!�G&�� 
��������&� Acinetobacter spp. (Sato and 
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Nakae, 1991) �-&
�&��(��e-���������(�
��� \ ����&�������� *
�������)�	
�� H!�����R!����������
 
� efflux system ���)-&�� \ �����
��^���H!�������+����+.�&�����H!�G&��-�����+ ��

�')� 
efflux pump (Vila et al., 2007) 

�����)�

� 
� OMPs "� A. buamannii ��	��� heat-modifiable protein-A. buamannii 
(HMP-AB) ���� OMPs .��� $�������������������)�� amino acids ���&� HMP-AB (Gribun et 
al., 2003) �����[Y+�*����� OMP A (OmpA)  
� Enterobacteriaceae ��+ OMP F (OmpF)  
� 
P. aeruginosa ��������+.� secondary structure analysis ���&�'��-���&�� HMP-AB �� ��) 
172-amino acid "��&�� N-terminal domain 
�S&�����Y outer membrane ')�
�/�� amphiphilic β 
strands 8 
����+�&�� C-terminal $+
�S&"��&�� 
���	� peptidoglycan layer ��������+.����)��
 
� amino acid $+"�*"������$��Y�'����*�� 
� porins "������������������".*����
���[Y+������v��-&�� \  
�'��-�� ��&� highly negative hydropathy index, ������� 
hydrophobic, slightly negative total charge, low instablility index, high glycine content ��+���
���) cysteine residues '��-�� HMP-AB $�)���� porin ���
�S&"� OmpA family (Vila et al., 2007) H!�� 
porin "� family ��	���� slow porins ����
�".* β-lactam H!�G&�� (Nitzan et al., 1999; Gribun et al., 
2003) 

OMPs 
��������)����������������"� imipenem-resistant A. baumannii �
 '��-��
 ��) 33-36 kDa ��+ 29 kDa H!��RS��+�%���� CarO (Mussi et al., 2005; Siroy et al., 2005) ���.��� 
OMPs -���������
 '��-�� ��) 43 kDa H!�������[Y+�*����� OprD  
� P. aeruginosa (Dupont 
et al., 2005) ���/!�[� CarO ')� mass spectrometry -��$��'��-��
���&��.�!���� ��) 25 kDa 
$!�������&� Omp25 ��	� 25 ��+ 29 kDa RS�"�*���� typical    β-barrel conformation �-&
�&��(��e-����
'��-�� CarO �����.�!�����)������.�*���������&
����.��� ��&�������(�&$����� imipenem ��)�".*
�.e��&������������ 
� unspecific monomeric channel ������$+�������������$�����+ (Siroy et 
al., 2005) ��+����������
 OprD  
� P. aeruginosa ����������R"�������� *��S&�H������ 
basic amino acids, small peptide ���R!� imipenem ��+ meropenem )*�� (Nikaido, 2003) )����	� 
CarO 
�$���.�*�������� carbapenem-unspecific channel ��+ OprD-like protein 
�$���.�*�������� 
carbapenem-specific channel (Vila et al., 2007)  

OMPs 
��� \ �����"� A. buamannii �
 OmpW �����[Y+�*����� OmpW  �����"�         
E. coli ��+ P. aeruginosa �-&��������� 
� OMPs ���)��	���(�&�����������/!�[������)�$� �-&

�&��(��e-�� ���&�$+�������)�

� 
� OmpW �)��"� colistin-resistant A. baumannii ���
���^%��������^%�$������)�
�"� in vitro (Hong et al., 2006) 
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 1.7 ���M�����+���"�*"�������[� 
1.7.1 Carbapenems 
Carbapenems ��������%&� β-lactam 

�f�^�g��*�������	����	
��	������������������+����

����+������������"����"�*���[�'�-�)���	
����������������)�	
��.������)')��,��+ 
��������������)�	
�� (MDR Gram negative bacilli: GNB) ����(�

�f�^�g')������	������*�� 
cell wall  
���������')�$����� Penicillin-binding proteins (PBPs) ���".*���)��������	� cross 
linking step (transpeptidation reaction) �&�G�".*�H��� 
����������-�$�� osmotic pressure 
(Nicolau, 2008; Shah, 2008) 


�-�����)�	
-&
���M�����+�������� !	��&�G�".*�� *
$����)"�������
�"�*����� !	�  *
�S�$��
.*
��M���-���� ����)�
�"���-�� ��+$����������$ ���&� carbapenems ����������-�����
����
"�*"�������[�'�-�)���	
$�� A. baumannii ������(�-&
�� ��������������������"�* meropenem 
��+ imipenem $�� Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection (MYSTIC) 
surveillance program ���&�����"�* imipenem �����&����"�* meropenem ����
�$����f�^�g)���&�
���.���"�*"���������	����	
 MDR Acinetobacter (Jones et al., 2004; Jones et al., 2006b) $��
������G�����)�
�"���+��/���H ���&� efflux pump 
�$��G�-&
f�^�g 
� meropenem 
"� Y+��� β-lactamases hydrolyze ��G�-&
 imipenem �����&� (Ikonomidis et al., 2006) )����	����
��� susceptibility test  
� imipenem $!�(�&()*������ *
����������������(� 
� meropenem 
(Jones et al., 2006b) �-&�#$$%������������������� !	� 
� carbapenem-resistant Acinetobacter 
���) !	�����'�� (Maragakis and Perl, 2008) 
 1.7.2 β-lactamase inhibitors 
 β-lactamase inhibitors ')��,��+ sulbactam ��f�^�g"����-&
-*�� Acinetobacter .���
������^%� $�����"�* β-lactam ��&� ampicillin "���������	����	
�&����� β-lactamase inhibitors ���&� 
β-lactam (�&()*��G�"���������f�^�g 
��� (Higgins et al., 2004a; Brauers et al., 2005) )����	�$!�
(�&��+���".*"�*�&����� sulbactam "���������	����-�)���	
 Acinetobacter (Maragakis and Perl, 
2008) ����������������e$������������"�* sulbactam "�������[�GS*�Z�� 14 ������-�)���	
 MDR 
Acinetobacter ventilator-associated pneumonia ���&�G�������[�(�&������-�-&������+.�&��
GS*�Z�����()*��� sulbactam ��+GS*�Z�� 63 ������()*��� imipenem �-&
��������������&� 67%  
�
GS*�Z��-�)���	
 carbapenem-resistant Acinetobacter ���()*���������[�)*�� ampicillin-sulbactam ".*
G�������[����)� ����%���� 
�'��)�� (Wood et al., 2002)  
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1.7.3 Tigecycline 
 Tigecycline ������"���%&� glycocylcycline 

�f�^�g��*�������	����	
����������	��������
��+������ ��f�^�g�����	������*��'��-�� 
���������')�$����� 30S subunit ribosome ��+ 
mRNA ��
����(�&".* aminoacyl-tRNA $����� mRNA ribosome complex (���� ���
��[�, 2547) 
tigecycline ����������R"���������	�����$����-��'- (bacteriostatic activity)  
����	
 MDR 
Acinetobacter ����������������^%���&���	����)�	
-&
�����)��	�S� ���	
�����R.��.���')�
�/�� 
efflux pump ������)$�������)�

� 
�'�'�'H����(�&�����R��%�()* (Pachon-Ibanez et al., 
2004; Seifert et al., 2006) 
 1.7.4 Aminoglycosides 

Aminoglycosides ���������

�f�^�g&
� *����*�� ��f�^�g �) ������$����� 
� ribosomes 
50S ��+ 30S subunits ����
���� 70s initiation complex ���".*��������(�&�����R��*��'��-��()* 
���������

�f�^�g()*��e� (���� ���
��[�, 2547) Aminoglycosides ��&� tobramycin ��+ amikacin 
������-�����
����"�*"�������[�'�-�)���	
$�� MDR Acinetobacter �������(�-&
�� ')���-���*�
$+"�*���.�&���	�&�������-*��$%���������������+���^�v�����)
��� \ MDR Acinetobacter .������
���^%�����(�-&
 amikacin .��
 tobramycin ���)�	
��"���%&���	������������G��- aminoglycoside-
modifying enzyme ��+ efflux pump mechanisms (Maragakis and Perl, 2008) 
 1.7.5 Polymyxin 
  *
$����)"�������[� A. baumannii ���".*�����-*
�������"�* polymyxin B .��
 
polymyxin E (colistin) ����%&���	��%Y����-�������+$%��� (cationic) $!�����(�

�f�^�g')�$+$��
�������
.%*��H��� 
����������&��������� phosphatidylethanolamine ��*�������%Y����-� osmotic 
��+ transport mechanism  
�����
.%*��H��� �&�G�".*����%&���	�������������[-&
�&������S� 
')��,��+��[-&
(-����+��	�"���%[����+��������-&��������
.%*��H��� (���� ���
��[�, 2547) 
 Colistin ��f�^�g"����h&����	
 (bactericidal) Acinetobacter spp. ')� !	�
�S&������� *� *� 
(Li et al., 2006) ���)�	
-&
 polymyxins ��������R!��������(�()*�&����)$���������������� 
outer membrane ��+ efflux pump mechanisms (Urban et al., 2001; Falagas and Kasiakou, 2005; 
Gales et al., 2006; Li et al., 2006) $����������$���&��+)����+�����]�����)�	
�� colistin 
����� !	�R!� 57-77% $��GS*�Z��-�)���	
 MDR Acinetobacter ()*��&GS*�Z����������
)
����� -�)���	
"�
��+�����
) v��+
������&��������-�)���	
 -�)���	
"��&
��*
� ��+-�)���	
"��+����+��� 
R!���*�&� colistin $+�� *
�S����������%Y����-� 
��������G�-&
�
) ��+GS*-�)���	
"��+����+��� 
(CNS infection) (Levin et al., 1999; Garnacho-Montero et al., 2005; Holloway et al., 2006; Kallel 
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et al., 2006) $��������
��� \ ���&�GS*�Z�����-�)���	
 MDR Acinetobacter ventilator-associated 
pneumonia ���()*��� colistin ��G����-
���
����������[����)� !	� 56-61% �-&
����������[$��
���"�*����%&���	-&
�+����+���RS������� !	��&
��z 1970 ��+
����������������%)�
����
.%*�
��
����)����+����
� (meningeal irritation) H!���.e�()*��)����
"�*�����Y���*
��� ')�v�����
��*�������[���������� *
�����+����+������(�&��.���q��������
��������������
)v��"���"�*
R!���*�&�$+������-�����
���������"�������[� (Garnacho-Montero et al., 2003; Markou et al., 
2003; Kasiakou et al., 2005; Linden and Paterson, 2006) 
  1.7.6 ��������f�^�g��+������[�')����"�*���M�����+�&����� 
 ��� �)�����%������$���������� (clinical trials) ���".*���-&
���/!�[���������f�^�g
��+���"�*���&�����"�������[�'�-�)���	
$�� Acinetobacter H!���&��".�&���(�&�������)�$�
(Maragakis and Perl, 2008) 
 $�����/!�[����"�*���&����� Montero ��+Y+ (2004)()*�������)�
�"�.�S�������'�
�
)
�����$�����-�)���	
 MDR Acinetobacter ���&����"�*���&������+.�&�� rifampin ��� 
imipenem, tobramycin, .��
 colistin ����+���^�v��)�����%) ���.������/!�[�����
-�)-��G����
��������+������"�*��� rifampin �&����� imipenem "���������	����	
 carbapenem-resistant 
Acinetobacter (Montero et al., 2004) ����
�$��������������*��.���S���+���)
%��-����Y�)�	
�� 
rifampin  !	�R!� 70% "�GS*�Z�����()*���������[� $�����/!�[�"�.�S-+�v�')����"�*���&�����
�+.�&�� imipenem ��+ amikacin ���&�".*G����������&����"�* imipenem �����
�&���)���"����
���[� imipenem-resistant pneumonia R!���*�&�$������)�
�"� in vitro ��$+����������R"�
��������f�^�g����e-�� (Saballs et al., 2006) 
 
 
2. �	�������������	��	��� �	���!�"#$%�&	'(�)����*�&��&�+��)�+�$�,����& 
 ���M�����+����������R"���������	����-�)���	
()*
�&������+���^�v�� �-&���)�	
-&
��
�.�&���	���".*���)���
%��-�".�&��+���������
%��-�".�& 
�'�-�)���	
 ���-*�����	
��������$��
��������.�&� 
������[�'����)".�& \  �����������/!�[�����
.���^����"����������$��
^�����-���"�*������M�����+ "�^�����-���������-�)���	
�*
����H!�����������&���	()*)�R!���(�
�����]�������
����-�� 
���� ��������S*���)��&���������RG��-��������'����%� ��)��e�"����
-*�����	
'� phytoalexins ���������%&�.�!��������G��- !	� ��+�
�)*�����.������) ��&� 
terpenoids, glycosteroids, flavonoids ��+ polyphenols �-&�&��".�&��������'����%� ��)��e�
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�.�&���	����������R"���������	����	
$%��������()*�*
�����
�����������������M�����+���G��-()*$��
���	
����������+���	
�� R!���*�&����$�����$+����+���^�v��"���������	����	
�*
��-&����M�&�
����.�&���	�����R��]��(��������������.�*���������f�^�g (synergy) ����
�����	����-�)���	
 
(Hemaiswarya et al., 2008) $�����/!�[�.�!��������/!�[��������������������&����� 
(combination action)  
� berberine ��+ 5�-methoxyhydnocarpin H!�������	��
����)G��-$��-*�
��
����
����� (berberry plants) berberine ��	�������� hydrophobic alkaloid ��������R�����+.�&�� 
DNA �-&(�&��f�^�g������������	����	
������������
�$�����)����&��RS� ��

�')� multidrug 
resistance pumps �-& 5�-methoxyhydnocarpin �����R�����	� MDR pump (Stermitz et al., 2000) 
����������&����� 
������	��
����)�&�G�".*�����	����	
��������()* (Lewis and Ausubel, 2006) 
G��������������&�����()*������)�
�')�"�* berberine ����
���� INF55 "���������	����	
������
���)�	
-&
���M�����+.������) ���&������	��
������R�����	����	
��������()*)�$�������������
�+�����v��"��H���
�&����)��e� (Ball et al., 2006) ��������S*���)��&���������	� β-lactamses ���()*
')����"�*���&����� (co-drug) �&��".�&$+����+���^�v��"����"�*���������^%����)�	
��')����
��*�� penicillinase ')�"�*�� clavulanic acid �&����� sulbactam ��+ tazobactam (Lee et al., 2003) 
�-&���"�* clavulanate �&
���	����".*���)������^%�)�	
�� !	� (Enright et al., 2002) �������M !	�
 
� extended-spectrum β-lactamse ��+������^%�)�	
�� IMP-1 (a new β-lactam) ��&� 
cephalosporins ��+ carpbpenems ���".*-*
��������]�� β-lactamase inhibitors (Chaibi et al., 
1999) ��������� (secondary metabolites) $����������.�&� 
�����������+���^�v��)�"����
���[����-�)���	
������"�*�&����� (combination therapy) ���������$����������.�&� 
��f[��� 
(phytochemicals) .���.������)�������������R"������������)���)�	
��')���G������(�
-&�� \ ������".*���	
)�	
���M�����+ (Hemaiswarya et al., 2008) )����	 (�S���� 5)  

2.1 ��������������-����� (Receptor modification) .��
�����Y���)�M������� (active sit 
modification) 
 ������)�M��������+.�&�����M�����+��+����.��� (target site) ������������".*���)���
�������^%�"������Y����.���������".*���	
)�	
-&
�� ��&�������������������.��� 
���')����
�������^%� 
� RNA polymerase ��+ DNA gyrase ����G�".*���	
)�	
-&
 rifamycins ��+ 
quinolones (Willmott and Maxwell, 1993) ��+����G���$����������������'����*�� 
� PBPs 
�����]�� !	�����
)�	
-&
 penicillin ����+,+��	���^�������$+�)���)�	
��()*�
.���������	� PBPs ���
�������������������f�^�g�� β-lactam antibiotics (BLA) "���������	����	
)�	
�� ()*��& catechins 
(Camellia sinesis) (Takahashi et al., 1995), EGCg (Epigallocatechin gallate) $����� ��� (Suresh 
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et al., 1997), tellimagrandin I ��+ rugosin B $�� rose red (Rosa canina) (Shiota et al., 2004), 
baicalin $�� Scutellaria amoena (Liu et al., 2000) ��+ corilagin $�� Arctostaphylos uva-ursi 
(Shimizu et al., 2001) H!�����&� corilagin ������� polyphenol ��������R�)&� MIC  
����	
 
MRSA (Hemaiswarya et al., 2008) 

 
 
�S���� 5 Plant secondary metabolites as modifiers of multidrug resistance mechanisms.                          
      � antibiotic drug,              � receptor,             � modified receptor,         � efflux pump, 
      � enzyme,         -degradation of the drug. (A*) Corilagin, tellimagrandin I, diterpene 416 and 
compound P inhibits PBP 2a, a modified receptor; (B*) EGCg inhibits the β-lactamase; (C*) 
thymol, carvacrol, gallic acid increases the outer membrane permeability; and (D*) EGCg, 5�-
methoxyhydnocarpin, reserpine, carnosic acid and isopimarane derivatives inhibit the efflux 
pumps (Hemaiswarya et al., 2008) 
  

Shimizu ��+Y+ (2001) �������&���(�������������(�()*"���������� 
� corilagin 
���
���(��
 �����	���������� 
� PBPs .��
�����	�G�G��- 
�����
� ��+���&� PBPs  
��H��� 
meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ����-�� corilagin $+$����� BOCILLINFL H!��
���� fluorescent-labeled benzylpenicillin ()*�*
� (Shiota et al., 2004) ��+���/!�[� reverse 
transcription-PCR ��+ semiquantitative PBP2a latex agglutination assays ���&� 



23 

 

epigallocatechingallate (EGCg) (�&��G�"���������	� mRNA �����G�-&
�����)�

� 
� PBP2a 
��+G��-v�Y��$�� PBP2a �-&��������f�^�g����+.�&�� EGCg ��+ BLA ��G���� peptidoglycan 
�� cell wall  
��������� (Yam et al., 1998; Zhao et al., 2001) �
�$����	�������&� EGCg 
�����R�����f�^�g".*��� carbapenems "����-&
-*�� MRSA �-&��(���������� 
� EGCg ��	����
(�&�����/!�[� (Hu et al., 2002) 
 �
�$����	�������f[���
��.������)�����f�^�g-&
-�������+����.�����������������(�
 
����	
��&� glycosylated flavones ��G�-&
��������� 
� topoisomerase IV (Bernard et al., 1997) 
myricetin �����	� DnaB helicase (Griep et al., 2007) allicin �����	� RNA synthesis (Feldberg et al., 
1988) ��+���$��  Polygonum cuspidatum �����	� bacterial DNA primase (Hegde et al., 2004) 
 2.2 Enzymatic degradation ��+���������������� 
 ���G��-�
�(H����+���������.��
�����������������
��.����.�!�����".*���	
)�	
��
�M�����+ ')���� hydrolysis, group transfer, .��
 redox mechanisms (Wright, 2005)                   
β-lactamases ����.�!��"� family  
��
�(H����������R$����� β-lactam  
� cephalosporins ��+ 
penicillins G&����� serine residue �����Y active site  
��
�(H��.��
G&������������M������� 
� 
Zn2+  (Bush, 1998; Bush, 2002) "�
)�-���"�* ampicillin �&����� sulbactem ����
�����	��
�(H��     
β-lactamase ���".*��

�f�^�g��*�� !	� R!���*�&����"�*���&�����$+����+���^�v�� �-&�e(�&��G���� 
MRSA ��+������^%����G��- β-lactamase �-& Zhao  ��+Y+ (2002) �������&� EGCg �����R�����	�
���G��- penicillinase $�� S. aureus  H!���&��������������� 
� penicillin ')����&� EGCg ��f�^�g
�����	����	
()* 50% ������� *� *� 10 µg/ml ����
�����"�*�&���������%&� β-lactam ���&� MIC90 ��&�
��&���� 4 µg/ml $�������-*� 16 µg/ml (Hu et al., 2001) 

2.3 �)����+�����M�����+v��"��H���')��)���H!�G&�� 
 ����)����+����v��"��H���
�$���)()*$����(����)�	
���
���(��
����)���H!�
G&�� 
��� (permeability) G&�� outer membrane  
��H��� ��+����)����+��')���� ����

� 
(efflux pump) 
 �H������������������*
��
�(�)*�� outer membrane �����[Y+��	�G������ hydrophilic 
��+���� permeability barrier ���.���-&
-*�������� hydrophobic ��&� detergents, hydrophobic 
dyes ��+���M�����+ (Vaara, 1992) ��(������
������	���)$��'����%� 
� LPS ���
�S&�����Y outer 
leaflet (Nikaido, 2003) �����&� 75%  
���	�G�������Y���	
.%*��H�����	�.�)��+�S���������
���$�����+$+����
�'����� Omp ��&� porins (Alexander and Rietschel, 2001; Bos and 
Tommassen, 2004) bacterial lipoproteins anchor �����Y outer membrane $+����
�-&
(���� 
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periplasmic peptidoglycan layer (Brade et al., 1999) divalent cations �������
�'�� anionic 
membrane-proximal regions  
� LPS ����-��������".*'����*�� 
� outer membrane � e���� 
(Vaara, 1992) bivalent cations ���&�����".* outer membrane �������R���')���*�� electrostatic  
interaction �+.�&�� LPS ��+ outer membrane (Leive, 1965; Vaara, 1981) EDTA ���� chelator ���
�����R��� ion �.�&���	()*')�����)��)�&�������"� LPS ��)��&
� phospholipids ��+��*�� 
hydrophobic pathway (Leive, 1965) �����������
���&� EDTA �����R�&
�����G����H����*��
��� lysozyme, nisin, ��+ biocides (Leive, 1965; Vaara, 1981; Walsh et al., 2003)  �
�$����	����
���� permeabilizers (-�������	����H!�G&��)  
����-&�� \ ��&� polycationic polymxin B 
nonapeptide, ��+����� anionic �����Y LPS ���".*���	
(�-&
 hydrophobic antibiotics (Vaara and 
Vaara, 1983) 
 essential oils ��&� thymol ��+ carvacrol ���� permeabilizer ���).�!�� (Helander et al., 
1998) (�S���� 5) magnesium chloride (MgCl2) ����������R"������������������ 
� EDTA 
��+ polyethylenimine �-&(�&��G������$���� 
� carvacrol .��
 thymol ��)�".*�.e��&� essential 
oils (�&()*������	� chelate ��+ intercalate  
� LPS ')���������� divalent cation H!�������� *
����
����-�� 
� outer membrane (Vaara, 1992)  
 2.4 �)����+�����M�����+v��"��H���')���� ��

� 

Secondary metabolites $�������G�"����-&
-*�����	
����������������-&(�&��G�-&
����
�� ����
�$������������������ outer membrane �����G�"������
������� amphiphatic 
compounds (Lewis and Komovskaya, 2001) "���%&� 
� multidrug resistance pumps (MDRs) ��
.�*���� �� amphiphatic toxins 

�$�� outer membrane (Lewis, 2001) Tegos ��+Y+ (2002) 
��)�".*�.e��&� MDR inhibitors MC207,110 ��+ INF271 �����R�������+���^�v��".*������-*��
��������$����� 11 ���) ��&� rhein, reveratrol, gossypol, berberine ��+���������)�����R�) 
MDR ()* ��&� carnosic acid $�� Rosmarinus officinalis (Oluwatuyi et al., 2004) ��+����)��� 
pyridine $�� Jatropha elliptica (Marquez et al., 2005) ��f�^�g-&
 NorA efflux pump ��+���".*
�+)������ *� *� 
���v��"��H�������� !	� 2 isopimarane diterpenes $�� Lycopus europaeus 
�������+���^�v��".*��� tetracycline ��+ erythromycin "���������	� S. aureus �
�������^%������
�����)�

� 
� multidrug efflux pump ���) Tet (K) ��+ Msr (A) (Gibbons et al., 2003b) 
EGCg ���������+�� tetracycline "� S. aureus ')���������	� efflux pump ���) Tet (K) ��+ Tet 
(B) (Sudano Roccaro et al., 2004) ��+����������������R 
� norfloxacin "�-&
-*�� NorA 
harboring  
� S. aureus (Gibbons et al., 2003a) isoflavones ������()*$�� Lupinus argenteus ��G�
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"���������f�^�g norfloxacin "����-&
-*�����	
 S. aureus ')���������	� MDR pump ��+ 
reserpine H!�����������+�
� alkaloid �����f�^�g-&
 fluoroquinolones (Schmitz et al., 1998) ��+ 
tetracycline "�����&��-&
-*�� MDR S. aureus (Gibbons and Udo, 2000) �
�$����	� reserpine 
�������������R"���������	� LmrA ���� efflux pump $�)
�S&"� ABC family  
� Lactococcus 
lactis (Marquez et al., 2005) �-&���	
)�	
-&
���$��G��-v�Y��^�����-�-����	 

)����	� EPI ���()*$��^�����-�$!������.�&� 
������������R"�*�&��������M�����+ ')�
�����R�������+���^�v��".*����� �)���)�	
�� 
����	
�������� ���".*���	
���)�	
����*�������(�
-&
����+�)���
%��-�".�& 
�������^%�)�	
��()* (Marquez et al., 2005) 
 
 
3. Novobiocin (Albamycin) 
 Novobiocin ����
�%���^�.�!��"����M�����+��%&� aminocoumarin antibiotic ��+�
�)*��

�%���^��� 3 ���)�
 novobiocin, clorobiocin, ��+ coumermycin A1 (�S���� 6) H!����	�.�)G��-$��
���	
 Streptomyces ������^%�����-�-&�����

�(�  novobiocin G��-$�����	
 S. spheroides ��+���
�����RG��-()*$�����	
 S. niveus �
�$����	���������R������+.� !	�()*')���+������������ 
(Hoeksema and Smith, 1961; Heide, 2009) ����������	����"��&�������z 1950 ���������)".�&
���()*��������]�� !	�����
"�*"�������[�'�-�)���	
��������"���%[�� ����������R"����

�
f�^�g�����	���������������������&��������������� ��&� S. aureus ���R!�������^%� MRSA ��+
���	
������^%� staphylococci 
��� \ ���.������	
������$+)�	
-&
�����)��	 ')��,��+��%&� 
Enterobacteriaceae �&��".�&)�	
-&
�����)��	����������������^%���&���	����(� ��&� H. influenzae ��+ 
Neisseria sp. ���R!� Proteus novobiocin 

�f�^�g��������	�����$����-��'- 
����	
 �-&
�$

�
f�^�gh&����	
()* (bactericidal) ����
"�*���� *� *��S�������	
��%&����(�-&
�����)��	 �#$$%��� 
novobiocin ������"���%&� aminocoumarin ��������)�)�����&���	����()*������^���-�".*"�*"����
���[�'�-�)���	
"���%[��"��&���z 1960 ')������
�%��-".*"�*"���+��/�.��q
������"����

 
� albamycin ����
�����	�'�-�)���	
$�� MRSA (Arathoon et al., 1990)  
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3.1 ��(����

�f�^�g 
 Novobiocin 

�f�^�g�����	�����$����-��'- 
����	
����
�$��(������	����������+.� 
nucleic acid "��������� ')������	���������� 
� DNA gyrase (Maxwell, 1993) H!�������
�(H��
���
�S&"��S� heterotetramer form ��+�
�)*�� GyrA ��+ GyrB (Maxwell, 1997) �
�(H�����)��	
�����R��()*"����������%�������^%� ��.�*���������"����������".*���)������������ DNA 
supercoils ".*
�S&"�v��+ relax (Corbett et al., 2004) H!��$+���

�������"��+.�&�����$���
�
-���
� 
� DNA 
 
 

 
 
�S���� 6 The aminocoumarin antibiotics novobiocin, clorobiocin and coumermycin A1 and their 
wild-type producer strains (Heide, 2009) 
 
  �	�-
������������� 
� DNA ')���������� 
� DNA gyrase ��+�
�)*�� 5 
 �	�-
� (�S���� 7) �
 DNA gyrase $����� double-stranded DNA (A) .���$����	�������-�)��� 
DNA ���.�!����*����

�$����� DNA gyrase ��+ DNA $+
�S&"����[Y+ cleavage complex 
(B) ��� DNA ���(�&RS�-�)$+����
����(�$����������Y active site tyrosine G&����� phosphoester (C) 
��� DNA ���RS�-�)���

�$+����
�-&
��� (D) ��+��� DNA ���(�&RS�-�)$+RS�����
��*��

�$�� 
gap .���$����	� DNA $+
�S&"�v��+���������

� (E) (Rodriguez and Stock, 2002)   �	�-
�
������������ 
� DNA �����+�
�(�)*�� ���$�� ���-�)��� ��+�������
��*�� DNA -*
�
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�/�� ATP "����".*������� (Berger and Wang, 1996; Wang, 1998) novobiocin $+

�f�^�g')�
$+� *���&�$����� ATP �����Y ATP-binding site  
� DNA gyrase H!��������������	� gyrase-
catalysed DNA supercoiling .��
�����	�-����&��M������� ATPase ���".* DNA gyrase (�&�����R
���� ATP ��+".*�������

��� DNA $!�(�&�����R�����������+$���
�-���
�()* (Maxwell, 
1993) 

 
 
�S���� 7 Speculative model for positive supercoiling of DNA by reverse gyrase (Rodriguez and 
Stock, 2002) 
 
 ��"���%&� fluoroquinolone �������M�����+���������+.� !	���f�^�g"���������	�����$���
 
����	
�*���������%&� aminocoumarine antibiotics ')�

�f�^�g�����	� DNA gyrase ')����$��
��������Y GyrA subunits "� Y+��� novobiocin 

�f�^�g')�$�������Y GyrB subunits )����	� 
novobiocin $!�����+���^�v��"����-&
-*�����	
������^%� fluoroquinolone-resistant pathogen )*�� 
(Heide, 2009) Ouabdesselam ��+Y+ (1995) ���&�$�����/!�[�"����	
 E. coli ������()*$��
GS*�Z�� ����������^%� 
� gyrA gene ��()*�&
���&� gyrB gene �
�$����	���������/!�[��������
���^%� 
� gene ��� code ���.��� GyrA ��+ GyrB subunits "�'�'�'H� 
����	
 E. coli ���&� 
gyrA gene ������������^%�����+�+���� 48 ���� �&�� gyrB gene ��	�������������^%�����+�+���� 83 
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���� (Ouabdesselam et al., 1995) ��)�".*�.e��&������Y GyrA subunits �����'�*�"��������
���^%������&������Y GyrB subunits ��+
�$�������.-%������".*���	
��
�-�����)�	
���S���&� 
 R!���*�&� novobiocin $+����+���^�v��)�"����-&
-*�����	
�������� �-&����������R"�
��������	���������������()*�*
� (Kirby et al., 1956; Perronne et al., 1987) ����
�$��������
�M�����+��%&� hydrophobic antibiotic H!������
�&�����G���$����+$%������S��+.�&��'����%� 
� 
LPS �����"�����������������G�(� �) ������������� hydrophobic compounds (Khalil et al., 
2008) ��+�
�$����	����M�����+���)��	����+����	��()*�*
����".*)S)H!�"��+������)��
�.�� 
(oral absorption) "��&�������%[��()*�*
� (Kirby et al., 1956; Perronne et al., 1987) 

3.2  *
�&�"�* 
 Novobiocin .��
"����
������*� albamycin "�*"�������[�
����-�)���	
$�� S. aureus 
"���Y�������M�����+��%&�
�����������������[�*
���&�(�&�����R"�*���[�()* ��&� penicillins, 
cephalosporins, vancomycin, lincomycin, erythromycin, ��+ tetracyclines �����G��- albamycin 
(novobiocin sodium) "��S� 
� capsule 250 mg ')����[�� Pfizer, Inc. ��+()*���
�%��-"������� 
4 ������� 1964 ���"�* novobiocin (�&���&.�������������
�$����������R!�G� *���������������[
-&
�&����� ������ 11 �%�v����^� 2009 
�����
�.����+�� ��+��/�.��q
������()*R
)R
� 
novobiocin 

�$��-��) ')�".*�.-%G�R!���+���^�v�� 
�����+�����
)v�� 
�GS*���'v���
����G���$�����������R!�G� *������ 
���.��� \ ,��� ��&� G��.���
����� (relatively 
common skin reactions) -���.��
� (jaundice) -���*��.�� (hepatic failure) ��+��e)���
)����&
� 
(blood dyscrasias) ����&�G�".*���)v��+ neutropil -��� (neutropenia) '�.�-$�� (anemia) ��+���e)
���
)-��� (thrombocytopenia)  (Dorsey, 2011)  
 3.3 ���"�* novobicin �&�����������)$�����"�����)���)�	
���M�����+ 
  ���"�*������)$��^�����-��&����� novobiocin 
�$����
��������
����"�*"�������[�
'�-�)���	
$�������������)�	
-&
��.������) ����
�$��������)$��^�����-�����������R"�
����)��(����)�	
�� ��&��������� outer membrane ���".* novobiocin H!����������%&� 
hydrophobic drug �����R�+���G&�� outer membrane ��������[Y+���� hydrophilic  
���������
������� *�(���������Y����.���()* ��+����
�$�� novobiocin �������������+���^�v���S� �����Y
����.��� 
���������������^%��*
� ����+,+��	����"�* novobiocin �&�����������)$�����$!�����
������
�".�&���"�*"�������[������������������)�	
-&
��.������) 
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��
<!'���,= 
 

1. /!�[�f�^�g 
�������)$����%�(��(��-&
����)���)�	
�� novobiocin  
����	
 
multidrug-resistant Acinetobacter baumannii 

2. /!�[���(���������� 
�������)$����%�(��(��"�����)���)�	
��')��������� 

permeability ��+�����	� efflux pump  
� multidrug-resistant Acinetobacter baumannii 
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����� 2 
 

��� ! �!'�>= $%������	� %�� 
 
 

��� ! 
 
1.  �)�+�$�,����&���*)�*��	?@�A	 
 1.1 Multidrug-resistant (MDR) A. baumannii �������	
������()*$��GS*�Z��"�'��������
�� ��������� ���	
��	�.�)()*������
�%���+.�$��.�&�� $%��������� v��������^������ Y+
����/��-�� �.����������� ��������� 
. .�)".�& $. �� �� $����� 49 ������^%� 
 1.2 A. baumannii ATCC 19606 ��������������^%���-�q���������	
��%�%Yv�� 
�
����)�
� $����� 1 ������^%� 
 
2. &	'(�)�������*)�*��	� %�� ()*��& novobiocin (Calbiochem-EMD4 Biosciences) 
 
3. �	�,�� 
 3.1 Acetone (Merck) 

3.2 Carbonyl cyanide m-chlorophenlyhydrazone (CCCP) (Sigma-Aldrich) 
 3.3 Dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) 
 3.4 Ethidium bromide (EtBr) (Sigma-Aldrich) 
 3.5 95% ethanol (Merck) 
 3.6 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (J.T.Baker)  
 3.7 N-Phenyl-1-naphthylamine (NPN) (Sigma-Aldrich) 
 3.8 Phosphate buffer (PBS) (Merck) 
 3.9 Pyronin Y (Sigma-Aldrich) 
 3.10 Sodium chloride (NaCl) (Merck) 
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4. �	�	�%�+&��)�+� 
 4.1 MacConkey agar (MCA) (Difco) 
 4.2 Mueller-Hinton agar (MHA) (Difco) 
 4.3 Mueller-Hinton broth (MHB) (Difco) 
 4.4 Tryptic soy agar (TSA) (Merck) 
 4.5 Tryptic soy broth (TSB) (Merck) 
 
 
�!'�>= 
 1. Autoclave (Tomy, ES 315) 
 2. Beaker (Pyrex) 
 3. Centrifuge (Biofugo pico) 
 4. Duran bottle (Duran) 
 5. Hot air oven (Binder, T410340) 
 6. Incubator (Heraeus, B 5100E) 
 7. Laminar air flow cabinet (Gelman, HB 143AS) 
 8. Light microscope (Olympus, CX31RBSFA) 
 9. Micropipette  ��) 20-200 µl ��+ 100-1000 µl (Eppendorf) 
 10. Microtube  ��) 1.5 ml (Axygen, INC.) 
 11. Microtiter plate ��� 96 well (NuncTM) 
 12. Microtiter plate ��� Fluoro-/Luminunc 96 well plate white (NuncTM) 
 13. Mutichannel micropipette  ��) 20-200 µl (Finnpipette) 
 14. Petri dish (Anumbra)  
 15. Pipet tip  ��) 250 µl ��+ 1000 µl 
 16. Test tube (Pyrex) 
 17. Vortex mixer (Vortex Genie 2, G 560E) 
 18. Water bath (Julabo, TW 20) 
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�����	� %�� 

1.  �	��C�
���&�	��)�+�$�,����& 
 -��
�&�����	
��������$����� 49 ������^%� ()*������
�%���+.�$��'���������� ��
�������"��z 2009 H!�����$��-��
�&�������&�-��$-&�� \ $��GS*�Z�� ��&� ���.+ �#����+$�����
��� �	���#����+       �	��( ���.��� ���
) .�
� ���	
����
 ��+��)�G� ���()*�������&���	���) 
����	

��*�)*����^�����)�
������������+�S�������)�	
-&
���M�����+')���^� disc diffusion method 
')�.�&��$%��������� v��������^������ Y+�����/��-�� �.����������� ��������� -��
�&��
���()*��e����[�"� TSB ����� 15% glycerol ���
%Y.vS�� -80°C  
 
2.  �	�
�&��	��� �	���!�"# 
 �����%�(��
����
%Y.vS�� 50°C ��� 4-5 ��� �)".*�+�
��) �����	��.����&
�������))*�� 
95% ethanol "�
�-���&�� 
���%�(��-&
-������+��� 1:2 � �&���� \ ��	�(�* 7 ��� �+�.��
�-�����
�+���

�')�"�* rotary evaporator ���
%Y.vS�� 45°C ���������)���()*�����	��.��� ��+��e�������)
���
%Y.vS�� 4°C  ����Y.��*
��+ 
�������).������()* -���S-�  
 % yield  = �	��.��� 
���%�(�����()*$��������) X 100 
    �	��.��� 
���%�(�����"�*"�������) 
 
3. �	?@�A	��,='�����	��,��D���	��� �	���!�"# (Houghton and Raman, 1998; 
Ahmad and Beg, 2001; Woo, 2001) 
 
����+�
����������������/!�[���+�
�)*�� alkaloids, condensed tannins, 
flavonoids, hydrolysable tannins, steroids ��+ triterpenoids �������)�
�')��+���������)$��
��%�(��)*�� 95% ethanol .�)����+������()*��"�R�).�%��H������+��Y 2 .�)-&
.�!��.�%� 
"�&�	�����)�
����)-&�� \ ��*������-������������ �	�����)�
����"�*"�����)�
���)����	 
 1) Wagner�s reagent .�)��*������-����������������� ��������)�
�����
.������%&� 
alkaloids 
 2) 5% ferric chloride .�)��*������-����������������� ��������)�
�����
.������%&� 
condensed  tannins ��+ hydrolysable tannins 
 3) Magmesium ribbon "�&��*������	�(�*".*�+���$�.�) ��*������-������������ �������
�)�
�����
.������%&� flavonoids   
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 4) Acetic anhydride .�)��+&
� \ �-�� conc. H2SO4 �����Y 
�R�)�H������*������-
����������������� ��������)�
�����
.������%&� triterpenoids ��+ steroids 
 ���
&��G� 
 
&��G�')���������-������������ 
����"�R�)�H����.���$���-���	�����)�
����)
-&�� \ ��(� ')���������������.�%����(�&������-���	�����)�
� G���$+(�&���)��������������
�� G����$+���)��������������������-&�� \ )����	 
 alkaloids   -+�
����	��-�� 
 condensed tannins ��� ���  
 flavonoids   �����S 
 hydrolysable tannins  ���	������ 
 triterpenoids   �����S�&��  
 steroids    ��� ���  
 
4. �	� ����	,�	 minimum inhibitory concentration (MIC) X &���� broth microdilution 
(CLSI, 2006) 
 4.1 ����-�������	
 
 ������	
�����������-*
�����)�
����+���	�����	
�� TSA �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 24 
����'�� ".*()*''����)���� \ ���
����	
 3-5 ''��� ���+���	��"� MHB �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18 
����'�� ������� %&�".*()*��&��������+����������H���~- McFarland no. 0.5 (1.5 × 108 
CFU/ml) )*�� 0.85% NaCl �$�
$�����	
"�
�-���&�� 1:200 ".*�����	
��+��Y 1.0 X 106 CFU/ml 
)*�� MHB  
 4.2 ����-�������M�����+ 
 �-������ novobiocin ".*������ *� *����� 10 ��&� 
����� *� *��%)�*�����-*
���� (64 
µg/ml) )*�� MHB 
 4.3 ����)�
�.�&� MIC 
 �������$�
$�� novobiocin $�� *
 4.2 ������)���
� (2-fold dilution) ".*������ *� *�
�%)�*������ 64-1 µg/ml "� microtiter plate ��� 96 .�%� ".*�������-�.�%��+ 20 µl .���$����	�
)S) MHB "�&��(�.�%��+ 80 µl )S)���	
$�� *
 4.1 "�&��"��-&�+.�%� .�%��+ 100 µl G��".*� *�
��� �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18-20 ����'�� 
 4.4 ���
&��G� 
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&��G�$������$��� 
����	
.�%���������� *� *�-�������%)������	
(�&�$�������&� MIC ')�
�����)��� %&����&����)S)���������� 595 nm )*������
� microplate reader "�*.�%����(�&�-�����	

�����%)��%���� (positive control) ��+.�%���������	

�&���)��������%)��%��� (negative 
control) 
 
5. ?@�A	�����D���	��� �	���!�"#*��	&��&�+��	���]D���)�+�$�,����&X &���� growth 

inhibition assays (Chusri et al., 2009) 
 5.1 ����-�������	
 
 ���	�����	
�� TSA �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 24 ����'�� ".*()*''����)���� \ ���
����	
 3-5 
''��� ���+���	��"� MHB �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18 ����'�� ������� %&�".*()*��&����
����+����������H���~- McFarland no. 0.5 )*�� 0.85% NaCl �$�
$�����	
"�
�-���&�� 1:200 ".*
�����	
��+��Y 1.0 X 106 CFU/ml )*�� MHB  
 5.2 ����-����������)$����%�(�� 
 �$�
$��������)$����%�(��".*������ *� *����� 4 ��&� 
����� *� *��%)�*�����
-*
����)*�� MHB (250 µg/ml) 
 5.3 ����)�
�f�^�g 
�������)$����%�(��"�
�.���.�� 
 )S)������)$����%�(��$�� *
 5.2 �����-� 50 µl "�&��"� microtiter plate �����
�.�� 
MHB 50 µl )S)���	
$�� *
 5.1 "�&��"��-&�+.�%� .�%��+ 100 µl G��".*� *���� �&����
%Y.vS�� 
37°C ��� 18-20 ����'�� 
 5.4 ���
&��G� 
 
&��G���������	�����$��� 
���������')���)��� %&����&����)S)������� 595 nm )*��
����
� microplate reader ��*����&����()*������Y.� %Growth inhibition $���S-�)����	 
    % Growth inhibition = ODcontrol � ODtest x100 
            ODcontrol 
ODcontrol   �
&����)S)�������$����� %&� 
����	
��������"�
�.���.�� 
��%)��%���� 
ODtest  �
&����)S)�������$����� %&� 
����	
��������"�
�.���.�� 
��%)�)�
�     
 
6. � ���,�	��	�	<*��	�'`��	% �	 �+�&	 (resistant modifying agents; RMAs) D��
�	��� �	���!�"#X &*)� novobiocin �'`�
��$��*��	?@�A	X &���� growth inhibition 

assays (Chusri et al., 2009) 
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 6.1 ����-�������	
 
 ���	�����	
�� TSA �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 24 ����'�� ".*()*''����)���� \ ���
����	
 3-5 
''��� ���+���	��"� MHB �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18 ����'�� ������� %&�".*()*��&����
����+����������H���~- McFarland no. 0.5 )*�� 0.85% NaCl �$�
$�����	
"�
�-���&�� 1:200 ".*
�����	
��+��Y 1.0 X 106 CFU/ml )*�� MHB  
 6.2 ����-����������)$����%�(�� 
 �$�
$��������)$����%�(��".*������ *� *����� 4 ��&� 
����� *� *��%)�*�����
-*
����)*�� MHB  
 6.3 ����-�������M�����+ 
 �-������ novobiocin ".*������ *� *����� 4 ��&� 
����� *� *��%)�*�����-*
����)*�� 
MHB 
 6.4 ����)�
���������f�^�g���M�����+ 
�������)$����%�(��"�
�.���.�� 
 )S)������)$����%�(��$�� *
 6.2 -������ *� *����-*
���������-� 50 µl ��(�"� 
microtiter plate )S)�� novobiocin $�� *
 6.3 -������ *� *����-*
����"�&��"��-&�+.�%� .�%�
�+ 50 µl ��+)S)���	
$�� *
 6.1 "�&��"��-&�+.�%� .�%��+ 100 µl G��".*� *���� �&����
%Y.vS�� 
37°C ��� 18-20 ����'��  
 6.5 ���
&��G� 
 
&��G���������	�����$��� 
���������')���)��� %&����&����)S)������� 595 nm )*��
����
� microplate reader ��*����&����()*������Y.� % Growth inhibition  
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7. ?@�A	c%D���	% �	 �+�&	�	������D���	��� �	���!�"#
���	�'%��&�$'%�D�� outer 

membrane permeability D�� MDR A. baumannii X &���� NPN uptake assays ( � $'%��	� 
Helander and Mattila-Sandholm, 2000) 
 7.1 ����-�������	
 
 ���	�����	
�� TSA �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 24 ����'�� ".*()*''����)���� \ ���
����	
 3-5 
''��� ���+���	��"� MHB �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18 ����'�� ������� %&�".*()*��&����
����+����������H���~- McFarland no. 0.5 )*�� 0.85% NaCl �$�
$�����	
"�
�-���&�� 1:200 ".*
�����	
��+��Y 1.0 X 106 CFU/ml )*�� MHB  

7.2 ����-����������)$����%�(�� 
 �$�
$��������)$����%�(����������������)���)�	
��".*������ *� *����� 4 ��&� 
�
���� *� *��%)�*�����-*
����)*�� MHB  
 7.3 ����)�
�G����������)$����%�(��-&
 outer membrane permeability  
����	

��������')�����+�� 
��� NPN v��"��H��� 
 )S)������)$����%�(��$�� *
 7.2 -������ *� *����-*
���������-� 500 µl ��(�"�
.�
)�)�
� �����
�.�� MHB 500 µl )S)���	
$�� *
 7.1 "�&��"�.�
)�)�
� 1,000 µl G��".*
� *���� �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18-20 ����'�� .���$����	���e��H���')�����#���.�������� 3,000 rpm 
�������� 10 ���� �*����+�+����H���)*�� PBS buffer (pH 7.4) ���(�������� %&�".*()* OD 
��&���� 1 ���&����)S)������� 595 nm )S)�H������()*"�&��(�"� white microtiter plate ����!�
�����-� 100 µl �����
�.�� PBS buffer 50 µl .���$����	�"�&�� NPN ���� *� *��%)�*�� 40 µM 
�����-� 50 µl G��".*� *���� �����-��%)�*��"��-&�+.�%���&���� 200 µl  �&����
%Y.vS��.*
�-��
�+�+����������.�)��*����(���)&�������
����  
 7.4 ���
&��G� 
 
&��&�$�������)&�������
����)*�� microplate reader ��))*�� fluorescence detector ')�
��)�������� 
��� NPN ������)����+��v��"��H�������������������"��&����+-%*� (excitation) 
350 nm ��+�������������"��&����������� (emission) 420 nm ')����%)��%�)����	 
�%)��%����  1) �H����������� 100 µl ����-�� EDTA H!�����.�*�������� permeabilizer, 
           PBS buffer  50 µl, ��+ NPN 50 µl 
�%)��%���  1) PBS buffer 200 µl 
   2) PBS buffer 150 µl ��+ NPN 50 µl 
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   3) PBS buffer 50 µl, NPN 50 µl, ��+�H����������� 100 µl ���(�&�-��
         ������)$����%�(�� .��
 EDTA 
 
8. ?@�A	c%D���	% �	 �+�&	�	������D���	��� �	���!�"#
���	�'%��&�$'%�D�� efflux 

pump D�� MDR A. baumannii X &���� fluorescent dye whole cell accumulation assays 

( � $'%��	� Kern et al., 2006; Pannek et al., 2006) 
 8.1 ����-�������	
 
 ���	�����	
�� TSA �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 24 ����'�� ".*()*''����)���� \ ���
����	
 3-5 
''��� ���+���	��"� MHB �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18 ����'�� ������� %&�".*()*��&����
����+����������H���~- McFarland no. 0.5 )*�� 0.85% NaCl �$�
$�����	
"�
�-���&�� 1:200 ".*
�����	
��+��Y 1.0 X 106 CFU/ml )*�� MHB  
 8.2 ����-����������)$����%�(�� 
 �$�
$��������)$����%�(����������������)���)�	
��".*������ *� *����� 4 ��&� 
�
���� *� *��%)�*�����-*
����)*�� MHB  
 8.3 ����)�
�G����������)$����%�(��-&
 efflux pump  
����	
��������')����
�+�� 
��� EtBr v��"��H��� 
 )S)������)$����%�(��$�� *
 8.2 -������ *� *����-*
���������-� 500 µl ��(�"�
.�
)�)�
� �����
�.�� MHB 500 µl )S)���	
$�� *
 8.1 "�&��"�.�
)�)�
� 1,000 µl G��".*
� *���� �&����
%Y.vS�� 37°C ��� 18-20 ����'�� .���$����	���e��H���')�����#���.�������� 3,000 rpm 
�������� 10 ���� �*����+�+����H���)*�� PBS buffer (pH 7.4) ���(�������� %&�".*()* OD 
��&���� 1 ���&����)S)������� 595 nm )S)�H������()*"�&��(�"� white microtiter plate ����!�
�����-� 100 µl �����
�.�� PBS buffer 50 µl .���$����	�"�&�� EtBr ���� *� *��%)�*����&���� 4 
µg/ml �����-� 50 µl G��".*� *���� �����-��%)�*��"��-&�+.�%���&���� 200 µl  �&����

%Y.vS��.*
�-���+�+����������.�)��*����(���)&�������
���� 
 8.4 ���
&��G� 
 
&��&�$�������)&�������
����)*�� microplate reader ��))*�� fluorescence detector ')�
��)�������� 
��� EtBr ������)����+��v��"��H�������������������"��&����+-%*� 518 nm ��+
�������������"��&����������� 605 nm  
')����%)��%�)����	 
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�%)��%����  1) �H����������� 100 µl ����-�� CCCP H!�����.�*��������     
           efflux pump inhibitor, PBS buffer  50 µl, ��+ NPN 50 µl 
�%)��%���  1) PBS buffer 200 µl 
   2) PBS buffer 150 µl ��+ EtBr 50 µl .��
 pyronin Y 50 µl 
   3) PBS buffer 50 µl, EtBr 50 µl .��
 pyronin Y 50 µl, ��+�H��� 
        �������� 100 µl ���(�&�-��������)$����%�(�� .��
 CCCP 
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����� 3 
 

c%�	����& 
 
 

1. c%�	��C��)�+�$�,����&���*)�*��	?@�A	 
 ���	
 Acinetobacter baumannii ������()*$��-��
�&�������&�-��$"�GS*�Z�� ��&� ���.+ 
�#����+$�������� �#����+ �	��( ���.��� ���
) .�
� ���	
����
 ��+��)�G� $�������	�.�) 49 
������^%� (-������� 2) ()*�������&���	������^%� 
����	
)*����^�����)�
���������� ����
������	

��	�.�)��/!�[���Yq������� 
����	
')�����*
���������+�&
�)S)*����*
�$%����/�� /!�[����
.����	��-�� lactose ��
�.�� MaConkey agar ��+�)�
� catalase test ���&����[Y+ 
����	

����
�*
������� -�)���)� 
� safranin ���S��&���������e��*
� �����-������)���� 
�S&�����+$�)
��+$�� ����
���(����+���	����
�.�� MaConkey agar ���&����	
��������������%&� non-lactose 
fermentation ".*''���"�(�&���� �����[Y+''�������S�  
������ ��+���	
".*G����������
�)�
� catalase test 

����)�
����(�-&
���M�����+')���^� disc diffusion method ���&� ���	
��
��������R"����)�	
��.������) (multidrug resistant) ')����&������)�	
-&
 ampicillin ��+ 
cephalothin �������%) ��+�����)�	
-&
����	��
����)�%�������^%��)���� 100% �
������
 
cefoxitin ��$����� 98% �&�����M�����+�����������������R"���������	����	
�
 colistin H!�����	

����(�-&
�� ��$����� 98% (-������� 3) 
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-������� 2 
Clinical specimens of Acinetobacter baumannii isolated from Songklanagarind hospital (n=49) 
 
Specimens  Sample of number  Sex 
       Male   Female 
Body fluid  8    1   7 
Blood   5    2   3 
Bile: BFI  1    -a   1 
Bronchial  1    1   - 
CSF   2    2   - 
Urine (catheter)  7    2   5 
Urine (MSU)  4    2   2 
Pus   1    1   - 
Tissue   3    1   2 
Sputum   15    9   6 
a Not found
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-������� 3 
Antimicrobial susceptibility patterns of clinical isolates of Acinetobacter baumannii (n=49) from 
Songklanagarind hospital by standard disc diffusion method 
 

Antibiotics   Susceptibility (%)  
(disc content; µg/disc)  Resistant  Intermediate  Suseptible 
Amikacin (30)   64   0   36 
Ampicillin (10)   100   0   0 
Cefotaxime (30)   77   21   2 
Cefoxitin (30)   98   0   2 
Ceftazidime (30)   77   2   21 
Ceftriaxone (30)   78   22   0 
Cefuroxime (30)   89   7   4 
Cephalothin (30)   100   0   0 
Ciprofloxacin (5)  82   0   18 
Colistin (10)   2   0   98 
Ertapenem (10)   82   5   13 
Gentamicin (10)   69   0   31 
Imipenem (10)   74   0   26 
Meropenem (10)   73   3   24 
Sulperazone (30)  24   27   49 
Tazocin (5)   76   4   20 
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2. c%�	� ����	,�	 Minimum inhibitory concentration (MIC) D�� novobiocin X &���� 
broth microdilution  
 &� micnimum inhibitory concentration (MIC)  
� novobiocin -&
���	
 MDR A. 
baumannii ������()*$��GS*�Z��$����� 49 ������^%� ��+ A. baumannii ATCC 19609 ������^%�
��-�q��$����� 1 ������^%���)�"� -������� 4  ���&����	
 MDR A. baumannii ������^%�������
()*$��GS*�Z����&� MIC50 ��+ &� MIC90 ��&���� 8 ��+ 16 µg/ml -�����)�� ��&� MIC range 
�S&
"��&���*
���&� 2 R!� �����&� 64 µg/ml ���	
$����� 1, 14, 21, 8, 2 ��+ 3 ������^%� ��&� MIC 
��&���� 64, 16, 8, 4, 2 ��+ <2 µg/ml -�����)�� 
 ����
�������)�
�������	
������^%���-�q�� A. baumannii ATCC 19606 ���&���&� MIC 
��&���� 8 µg/ml ���	
������^%���-�q����	$+"�*����-*����"����/!�[���������R"��������
����)���)�	
��-&
 novobiocin  
�������)$����%�(��(�� ')�"�*���� *� *� 
� 
novobiocin ��� 1/8MIC 
 
 
-������� 4 
Minimum inhibitory concentration (MIC) of novobiocin against clinical isolates of multidrug- 
resistant Acinetobacter baumannii (n=49) and Acinetobacter baumannii ATCC 19606  
 
Strains    MIC value (µg/ml) 
    MIC  MIC50  MIC90  MIC range 
MDR A. baumannii (n=49) -  8  16  <2->64  
A. baumannii ATCC 19606 (n=1) 8  -  -  - 
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2. c%�	?@�A	��,='�����	��,��D���	��� �	���!�"# 
 ���/!�[�
����+�
������� 
�������)$����%�(��(����	� 51 ������) $����� 44 
���) H!���������/!�[�"�����%Yv�� )����)�"� -������� 5 
����+�
�����������������)�
� 
()*��& alkaloids, condensed tannins, flavonoids, hydrolysable tannins, steroids ��+ triterpenoids 
���&���%�(�����������)�
���
����+�
����������� alkaloids �����&��".�& �)����$����� 
78%  
���%�(�����"�*"�����)�
���	�.�) �
������
 steroids ��+ condensed tannins ��
$����� 62% ��+ 61% -�����)�� ���.���
����+�
�������������*
�����%)�
 hydrolysable 
tannins ������� 8% 
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-������� 5   
Thai medicinal plant species and their phytochemical constituents and antibacterial activity of novobiocin (NOV) (1 µg/ml) in combination with ethanolic 
extracts (250 µg/ml) against Acinetobacter baumannii ATCC 19606 
 
Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts    Plant extracts+ NOV
               

               
 

Aegle marmelos (L.) Corr.  �+-S�  Fruit  + + + - + - 22.10±0.68 27.10±1.38 
Ardisia colorata Roxb.   ��������� Fruit   + + - - + - 30.17±2.56 39.00±6.09 
Asclepias curassavica L.  (~�)�
�.*� Wood  + + - - - - 40.81±0.28 43.59±1.78 
Centella asiatica (L.) Urb.  �����  Whole plant + - - - + - 19.09±1.06 23.93±2.87 
Cinnamomum bejolghota  ��%���*� Wood  + + - - + - 58.84±1.37 59.92±1.78 
    (Buch.-Ham.) Sweet    Bark  + - - + + - 55.62±4.98 62.44±2.91 
Cinnamomum porrectum   $��  Wood  - - - - + - 29.72±6.54 26.06±5.21 
  (Roxb.) Kosterm.    Bark  + + - - + - 56.88±2.14 63.31±4.87 
Curcuma longa  L.    ��	����  Rhizome + + + - + - 86.91±2.64 88.78±2.08 



45 

 

Al
ka
loi
d

 
 

Co
nd
en
sed

 ta
nn
in 

Fla
vo
no
id 

Hy
dro

lys
ab
le 
tan

nin
 

Ste
roi
d 

Tr
ite
rpe

no
id 

 
-������� 5 (/0 ) 
 
Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts     Plant extracts+NOV
               

               
 

Curcuma zedoaria (Christm.)    ��	�
*
� Rhizome + + + - - + 77.73±0.48 79.59±2.62 
     Roscoe 
Derris scandens  Roxb.Benth.  �R������������ Stem  - + - - + - 49.01±2.37 47.31±3.84 
Dracaena loureoiri  L.   $���)�  Wood  - - - - - +  30.08±0.99 29.49±3.19 
Dryopteris syrmatica O.Kze.  ���+�S��  Stem  + + - - + - 17.59±0.41 26.66±5.32 
Eleutherine americana Merr.  �&��.
��)� Bulb  + + - - - -  17.87±1.89 22.26±3.12 
Euphorbia thymifolia L.    �	�����������e� Whole plant  - + - - + - 53.64±0.90 73.99±0.88 
Garcinia mangostana L.   ���%)  Pericarp  - - - - - - 93.25±3.65 90.48±3.37 
Gymnopetalum cochinchinensis   ��+)
� Fruit  - - - - + - 26.17±0.59 32.45±4.39 
    (Lour.) Kurz 
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-������� 5 (/0 ) 
 
Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts     Plant extracts+NOV
               

               
                  
Holarrhena antidysenterica  '��.��� Bark  + + - - - + 65.88±0.11 94.04±0.59 
    (L.) Wall. ex A. DC.           

Impatiens balsamina L.   ������*�� Stem  - + - - + - 9.77±0.30 12.40±1.56 
Manilkara achras  �+�%)  Fruit  + - + - - + 56.59±1.02 63.06±2.97 
     (Mill.) Fosberg 
Millingtonia hortensis L.f.  �z�  Flower  + + + - - - 28.97±4.30 54.08±0.83 
Mitragyma speciosa Korth ��+�&
� Leaf  + + - - + - 43.33±2.40 66.15±0.26 
Momordica charantia L.    �+�+  Vine  + - - - + -  22.26±0.85 25.79±3.10 
Morinda citrifolia L.   �
  Fruit  + - + - + - 16.96±0.63 25.86±1.22 
Murdannia loriformis  .�*��#����� Whole plant + - - - + - 16.42±1.51 22.04±1.67 
   (Hassk.) R.S. Rao & Kammathy 
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-������� 5 (/0 ) 
 
Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts     Plant extracts+NOV
               

               
                  
Oroxylum indicum (L.) Jack  ����  Leaf  + + - - + - 67.18±1.59 71.30±5.28 
Peltophorum pterocarpum  �����  Flower  + - - - - -  42.80±0.43 47.83±4.49 
    (DC.) Backer ex. K. Heyne    Bark  + + - - - + 78.26±0.60 88.75±6.10 
Piper betle L.    ��S  Leaf  - + - - + - 42.72±0.13 39.92±3.43 
Piper nigrum L.   ����(�� Fruit  + - - - + - 38.07±1.96 42.24±2.60 
      Seed   + - - - + - 29.07±0.75 31.47±3.27 
Piper retrofractum Vahl    )����  Fruit   - - - - + - 44.02±1.08 49.80±4.19 
Piper sarmentosum Roxb.  �+��S  Leaf  + - - - + - 20.70±0.88 25.02±0.62 
Pluchea indica (L.) Less.   �S&  Leaf  + + - - + - 26.64±0.97 53.59±3.60 
Psidium guajava L.   �����  Leaf  + + - - + - 71.24±2.00 81.19±1.50 
Punica granatum L.   ������  Pericarp  + + + - - +  72.58±1.20 99.29±0.63 
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Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts Plant extracts+Nov
               

               
                  
Quercus infectoria G.Olivier  ������� Gall  + - - + - - 89.09±0.15 88.77±1.00 
Quisqualis indica L.   ��e���
��� Flower  + - + + + - 79.22±0.28 94.63±2.62 
Rhizophora mucronata Lam.  '�����  Fruit  + + - - - + 44.64±0.59 53.35±2.56 
      Bark  - + - - - + 42.68±8.20 53.03±4.95 
Rhodomyrtus tomentosa  ��+�%  Stem  + + - - - + 77.01±1.28 81.81±4.01 
     (Aiton) Hassk 
Sandoricum indicum Cav.  ��+�*
� Root  + - - - + - 65.24±1.32 66.94±2.13 
Tamarindus indica L.   �+ ��  Leaf  + + + - + - 19.76±1.55 25.03±3.45 
Terminalia bellirica  ��
���v� Fruit  + - - - + - 74.79±0.53 95.68±1.14 
     (Gaertn.) Roxb.   
Terminalia chebula Retz.  ��
(�� Fruit  + + - - - + 61.25±0.42 94.33±1.95 
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Botanical name    Thai name Plant part Phytochemical constituentsa   % Growth inhibition in the presence 
              of A. baumannii ATCC 19606±SD
              Plant extracts     Plant extracts+NOV
               

               
                  
Terminalia sp.    ��
��/ Fruit  + - - +  - - 79.53±0.24 95.92±1.10 
Theobroma cacao L.   '�'�*  Pericarp  + + - - + - 17.35±0.74 22.81±0.68 
      Seed  - + + - - +  19.25±1.08 29.61±4.13 
Vitex trifolia L.    ����
  Leaf  + + - - + - 22.12±0.68 28.65±3.57 
Xylocarpus granatum  J. Koeg.  -+�S�  Pericarp  + + - - + - 52.39±3.48 53.27±1.91 
      Fruit  + + + - - + 44.27±5.13 54.55±3.66 
a The tests was qualitatively expressed as negative (-) or positive (+) 
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4. c%�	?@�A	�����D���	��� �	���!�"#*��	&��&�+��	���]D���)�+�$�,����& 
 $�����/!�[�f�^�g 
�������).���$����%�(����	� 44 ���) $����� 51 ������)$��
�&��-&�� \  
����������� *� *� 250 µg/ml "���������	�����$��� 
����	
 A. baumannii ATCC 
19606 ������^%���-�q�� ')���^� growth inhibition assay ���&� ������)$����%�(�� 30 ���
���)��&� % growth inhibition �*
���&� 50% ')����&�������)��������R�����	�����$����-��'-
 
����	
 A. baumannii ATCC 19606 �)����&� % growth inhibition "��&�� 0%-25%, >25%-50%, 
>50%-75%, >75%-90% ��+ >90% ��$����� 13, 17, 13, 7 ��+ 1 ������) -�����)�� ������)���
�����	�����$���()*)�����%) ()*��&���%) (Garcinia mangostana) ��&� % growth inhibition ��&���� 93% 
�
������
 ������� (Quercus infectoria)  ��	���	� (Curcuma longa) ��e���
��� (Quisqualis 
indica) ��+ ��
��/ (Terminalia sp.) ��&� % growth inhibition ��&���� 89, 87, 79 ��+ 79% 
-�����)�� (-������� 5) 
 $������)�
���%�()*�&� ������).���$����%�(���&��".�&��f�^�g"���������	����
�$����-��'- 
� A. baumannii ATCC 19606 ()*�*
� 
 
5. c%�	?@�A	,�	��	�	<*��	�'`��	% �	 �+�&	 (resistant modifying agents; RMAs) 
D���	��� �	���!�"# 

G����/!�[�������).���$����%�(����	� 44 ���) $����� 51 ������)$���&��-&�� \ 
 
����������� *� *� 250 µg/ml ��������)���)�	
��')�"�* novobiocin ���� *� *� 1 µg/ml 
(1/8MIC) ����-*����"����/!�[���������	�����$��� 
����	
 A. baumannii ATCC 19606 ���
���^%���-�q�� ')���^� growth inhibition assays ��)�"� -������� 5  

$��G�����)�
����&�������)�����R�����	�����$��� 
����	
 A. baumannii ATCC 
19606 �)����&� % growth inhibition "��&�� 0%-25%, >25%-50%, >50%-75%, >75%-90% ��+ 
>90% ��$����� 4, 21, 13, 6 ��+ 7 ������) -�����)�� 

�������)���
�������)$����%�(���������������R"���������f�^�g')���&� % growth 
inhibition �����&� 90% ����
"�*�&������� ����
������)�
���������R"������������)���)�	

��������� *� *�-&�� \ ��+�)�
���(����

�f�^�g 
�������)-&
���	
 ()*������)$��
��%�(�� 6 ���) ()*��& '��.��� ������ ��e���
��� ��
���v� ��
(�� ��+��
��/ ')���&� 
% growth inhibition ��&���� 94, 99, 95, 96, 94 ��+ 96% -�����)�� (-������� 5) 
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6. c%�	� ���,�	��	�	<*��	�'`��	% �	 �+�&	D���	��� �	���!�"#���,�	�
�D��D��
�	� k  
 ���������)����)���
� 6 ���) ()*��& '��.��� ������ ��e���
��� ��
���v� ��
(�� 
��+��
��/ ���������)�
���������R"�������� RMAs ������� *� *� 
�������) 250, 
125, 62.5, 31.2, 15.6 ��+ 7.8 µg/ml �&����� novobiocin 1µg/ml "���������	�����$��� 
�          
A. baumannii ATCC 19606 ')���^� growth inhibition assays ����
�)���
�������)�����f�^�g)�����%)
"������������)���)�	
�� novobiocin (-������� 5)  
 $������)�
����&� ������)$����%�(���%����)����������R"�������� RMAs 
��+���&���������R"�������� RMAs $+�)������
���� *� *� 
�������)�)�� ������
� *� *�-&�� \  
�������)$����%�(���-&�+���)����������R"������f�^�g�-�-&����� (�S���� 
9) ')����&�������)$����%�(������ *� *� 250, 125 ��+ 62.5 µg/ml �������������R"����
�����f�^�g novobiocin ���&� % growth inhibition �����&� 90% ()*��& '��.��� (�S���� 9a) ������ 
(�S���� 9b) ��+��
��/ (�S���� 9f)  ��
���v� (�S���� 9d) ��&� % growth inhibition �����&� 90% ���
���� *� *� 250 ��+ 125 µg/ml ��e���
��� (�S���� 9e) ��+��
(�� (�S���� 9c) ��&� % growth 
inhibition �����&� 90% ������� *� *� 250 ��&���	�  
 $������)�
����&� '��.�������������)���)�)��������&� % growth inhibition 
�����&� 90% ������� *� *� 
�������) 31.2 µg/ml ��+���� *� *�)����&��(�&��G�-&
���
�$����-��'- 
����	
����
�������)�
�)*��������)�����
�&���)��� )����	�$������)�
�
��������R"�������� RMAs  
�������)����������)���
��� 6 ���) ���&�������)$��     
'��.�������+���^�v��"������������&���)���)�	
�� novobiocin  
� A. baumannii ATCC 
19606 ()*)�����%) (�S���� 8) 
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�S���� 8 Resistant modifying agents of ethanolic extracts of Holarrhena antidysenterica with 
novobiocin (NOV) on A. baumannii ATCC 19606 

25
0 µ

g/m
l 

12
5 µ

g/m
l 

62
.5 
µg
/m
l 

31
.2 
µg
/m
l 

15
.6 
µg
/m
l 

7.8
 µg

/m
l 

Ethanolic extracts + NOV 1/8MIC (1 µg/ml) 

Ethanolic extracts 

NOV 1/8MIC (1 µg/ml) 

MHB Bacterial alone 



53 

 

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

0
20
40
60
80
100

NOV 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8

%G
row

th 
inh

ibi
tio
n

Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)

 (a)      (b)  

 

 

 

 

 

 

 (c)      (d) 

 

 

 

 

 

 

 (e)      (f)  

 

 

 

 

 

 

�S���� 9 Percentage of growth inhibition of Acinetobacter baumannii ATCC 19606 in the presence 
of novobiocin at 1 µg/ml (white bar), different concentrations of ethanolic extracts (black bar) and 
novobiocin in combination with the plant extract (gray bar). The plant extracts were Holarrhena 
antidysenterica (a), Punica granatum (b), Quisqualis indica (c), Terminalia bellirica (d), 
Terminalia chebula (e), and Terminalia sp. (f) 

X���%�� ������ 

�%C�����	� ���#��l� 

���"�& �����? 
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7. c%�	� ���,�	��	�	<*��	�'`��	% �	 �+�&	D���	��� �	���!�"#���,�	�
�D��D��
�	� k ����)�+����$&�" ��	�cm�'n�& 
 ���/!�[���������R"������������)���)�	
�� 
�������).���$��'��.������
���� *� *� 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 ��+ 7.8 µg/ml ����
�)���)�	
�� novobiocin ������� *� *� 
1/8MIC H!���������� *� *��)���������"�*"�����)�
����	
�-*�������	
 A. buamannii ATCC 
19606 ��+������� *� *������ !	���&���� 1/4MIC  
����	
 MDR A. buamannii ������()*$��GS*�Z��
$����� 43 ������^%������&� MIC ��&���� 4, 8 ��+ 16 µg/ml ')���^� growth inhibition assays (-����
��� 6, 7) 

���"�*������)$��'��.��� �&����� novobiocin ������� *� *� 1/8MIC ��&� % growth 
inhibition �-�-&������-&�+������^%� ������)$��'��.����%����� *� *�����������R"����
��������)���)�	
��-&
���	
���"�*"�����)�
��&��".�& (-������� 6)  �-&��������R"���������
f�^�g��$+�)������
���� *� *� 
�������)���� ')�����������R"���������	�����$����-��'-
 
����	
�)����&��,���� % growth inhibition ������� *� *� 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 ��+ 7.8 
µg/ml �&����� novobiocin ������� *� *� 1/8MIC ��&���&���� 70, 45, 34, 27, 25 ��+ 20% 
-�����)�� "� Y+���������)$��'��.��������
�&���)�����&��,������&���� 47, 28, 20, 16, 14 ��+ 
9% -�����)�� ��+f�^�g 
� novobicin ��� 1/8MIC ��&��,������&���� 9%  

���"�*������)$��'��.��� �&����� novobiocin ������� *� *� 1/4 ������)$��'��
.����%����� *� *�����������R"������������)���)�	
��-&
���	
���"�*"�����)�
� (-����
��� 7) ')���&��,���� % growth inhibition ������� *� *� 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 ��+ 7.8 µg/ml 
�&����� novobiocin ������� *� *� 1/4MIC ��&���&���� 93, 85, 81, 73, 64 ��+ 58% -�����)�� 
"� Y+���������)$��'��.��������
�&���)�����&��,������&���� 47, 28, 20, 16, 14 ��+ 9% 
-�����)�� ��+f�^�g 
� novobicin ��� 1/4MIC ��&��,������&���� 27%  

$��G�����)�
����&� ������)$��.���$��'��.�������������R"�������� 
RMAs ����
"�*�&����� novobiocin ������� *� *� 1/4MIC  ()*)���&�������� *� *� 1/8MIC')�
�����R�����	�����$����-��'- 
����	
���&������&� 90% ������� *� *� 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 
��+ 7.8 µg/ml $����� 33, 29, 23, 18, 14 ��+ 14 ������^%� -�����)�� (-������� 7)  
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-������� 6 
Growth inhibition of ethaolic extract of Holarrhena antidysenterica and novobiocin (1/8MIC) 
against clinical isolates of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii (n=43) 
 
% Growth inhibition Number of clinical isolate    Novbiocin 
   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml) 
   250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 
0-25   0a/2b 2/12 16/39 30/41 32/41 35/42  40  
>25-50   8/25 32/30 22/3 8/0 1/0 2/1  1 
>50-75   16/14 3/0 0/1 1/1 ½ 2/0  1 
>75-90   11/2 3/1 3/1 3/1 1/0 1/0  1 
>90   8/0 3/0 2/0 1/0 1/0 0/0  0 
a The effect of ethanolic extract and 1/8MIC of novobiocin 
b The effect of ethanolic extract  
 
-������� 7 
Growth inhibition of ethaolic extract of Holarrhena antidysenterica and novobiocin (1/4MIC) 
against clinical isolates of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii (n=43) 
 
% Growth inhibition Number of clinical isolate    Novbiocin 
   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml) 
   250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 
0-25   0a/2b 0/12 0/39 4/41 6/41 11/42  28  
>25-50   0/25 6/30 9/3 5/0 12/0 9/1  5 
>50-75   4/14 4/0 3/1 9/1 6/2 6/0  5 
>75-90   6/2 4/1 8/1 7/1 5/0 2/0  5 
>90   34/0 29/0 23/0 18/0 14/0 15/0  0 
a The effect of ethanolic extract and 1/4MIC of novobiocin 
b The effect of ethanolic extract  
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8. c%�	� ����	% �	 �+�&	�	������D���	��� �	���!�"#
���	�'%��&�$'%�D�� outer 
membrane permeability  

���/!�[�G� 
�����)���)�	
��$��f�^�g 
�������).���$��'��.���-&
���
����������� outer membrane permeability  
� MDR A. baumannii ATCC 19606 ��+          
MDR A. baumannii NPRC AB026 ���()*$������%&����
�$�����	
������()*$��GS*�Z�������
�-�����)�	

-&
 novobiocin �S� (MIC = 16 µg/ml) ')���^� NPN uptake assays (�S���� 10) 
 $������)�
����&�������)$��'��.���������� *� *� 15.6 µg/ml �����R��������
�+���� NPN �����Y outer membrane ()*)���&��%)��%� ��+�%)�)�
�����-����� EDTA H!�����
.�*�������� permeabilizer ���� *� *� 20 µM "� A. baumannii ATCC 19606 ��+������� *� *� 
50 µM "� A. baumannii NPRC AB026 v��"��+�+���� 10 ���� ������)$��'��.��������R
���������+����v��"��H���()*�����&� EDTA ')����&�������)$��'��.��������R��������
�+���� NPN v��"��H��� A. baumannii ATCC 19606 �����&��%)��%���+��Y�
���&� (�S���� 
10a) ��+�����R���������+����v��"��H��� A. baumannii NPRC AB026 ()*�����&��
���&�����

���������������%)��%����(�&�-������)���)�	
�� (�S���� 10b) 
  
9. c%�	� ����	% �	 �+�&	�	������D���	��� �	���!�"#
���	�'%��&�$'%�D�� 
efflux pump  

���/!�[�G� 
�����)���)�	
��$��f�^�g 
�������).���$��'��.���-&
���
����������� efflux pump  
� MDR A. baumannii ATCC 19606 ��+ MDR A. baumannii NPRC 
AB026 ')���^� whole cell accumulation assays )*���� EtBr (�S���� 11) 
 $������)�
�������)$��'��.���������� *� *� 15.6 µg/ml -&
������������+���� 
EtBr v��"��H��� ')����������������%)��%� ��+�%)�)�
�����-����� CCCP H!�����.�*�������� 
EPI ���� *� *� 20 µM "� A. baumannii ATCC 19606 ��+������� *� *� 50 µM "�                 
A. baumannii NPRC AB026 v��"��+�+���� 10 ���� ���&�������)$��'��.���(�&��
��������R"�������������+����v��"��H�������
���������������%)�)�
����-�) EPI ��	��
�
������^%� (�S���� 11a, b) ����
�$��&� relative fluorescence units (RFU)  
�����)�
�)*�����
���)$��'��.�����&�"��*��������%)��%����(�&�-����� EPI 
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(a) 

 
   �    PBS              �       Cells             ▲     Cells + ethanolic extract         ����    Cells + EDTA (20 µM)  

 (b) 

 
   �    PBS              �       Cells             ▲     Cells + ethanolic extract         ����    Cells + EDTA (50 µM)  
 
�S���� 10 Effect of resistant modifying agents on bacterial outer membranes as measured by 
relative fluorescence units (RFU). Uptake of NPN by A. baumannii ATCC 19606 (a) and            
A. baumannii NPRC AB026 (b) after treated with EDTA and ethanolic extract of Holarrhena 
antidysenterica (15.6 µg/ml) 
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(a) 

 
   �    PBS              �       Cells             ▲     Cells + ethanolic extract         ����     Cells + CCCP (20 µM)  
 (b) 

 
   �    PBS              �       Cells             ▲     Cells + ethanolic extract         ����     Cells + CCCP (50 µM)  
 

�S���� 11 A. buamannii ATCC 19606 (a) and A. buamannii NPRC AB026 (b) cells were loaded 
with EtBr in the presence of CCCP and ethanolic extract of Holarrhena antidysenterica (15.6 
µg/ml). Changes of EtBr fluorescence were monitored as a function of time to determine in effect 
of the test compound on EtBr efflux 
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����� 4 
 

���	>= 
 

 
Acinetobacter baumannii ��������������%&� non-lactose-fermenting Gram-negative 

pathogens �������.-%����� 
����-�)���	
"�'�������� (hospital-acquired infection) (Gaynes 
and Edwards, 2005) ���������&���
�-�����-�� 
�GS*�Z��$�����-�)���	
 A. baumannii "�
��+�����
) 52% ��+'��
)
����� 23-73% (Jain and Danziger, 2004) $�����/!�[����-�)���	
 
A. baumannii "���+�����
) "���+��/
���f[���&�������)���-�)���	
"�GS*".�&
��%�+.�&�� 45-
>65 �z �����&�-�)���	
"��)e����
��%-�����&� 15 �z ')������-�)���	
"�GS*�Z��
��%�����&� 65 �z ���
����%) �#$$������&������".*���)���-�)���	
 ()*��& ���"�*
%���Y�������� *��S&�&����� ��&� ventilator 
��+ cannula ���"�*���M�����+���

�f�^�g��*����+���� *�������[�-��"�.�&�� ICU ��&� neonatal 
ICUs (Cisneros and Rodriguez-Bano, 2002) ����-*� "����/!�[���	���	 A. buamannii ������()*$��
GS*�Z��"�'���������� ����������&��".�&GS*�Z��$+��
��%�+.�&�� 30-75 �z �����-�)���	
"�
��/.�������&���/��� -��$�����	
"������&�-��$.������) ��&� ���.+ �#����+ �#����+$��
������ ���
) �	��( ���.��� ��+���	
����
 ')���"����.+�������%) �
������
"��#����+�����e�
$�������� (-������� 2) 

���	
������%�������^%����� MDR A. baumannii ���)�	
-&
���M�����+.������) colistin ����
���M�����+��������)�)�������������������R"���������	����	
�&��".�& (98%) (-������� 3) �-&
����
�$�� colistin ������[-&
(- (Neonakis et al. 2011) ���".*����������-�����
��%)�*���������
�����"�*"�������[�����
�����������[�*
���&�(�&�����R"�*���[�()* R!���*�&� colistin $+��
��+���^�v��)�"���������	����	
 A. baumannii �-&�����������������������)�	
-&
 colistin ��(�
���)�	
���&��".�&������ *
���� outer layer  
����	
�������� ��&� �� lipopolysaccharides ��+
'��-��$�����+�����Y outer membrane �)�� ����)�� 
�( ��� ��+����)�� 
� Mg+2 ��+ 
Ca+2 �����Y����
.%*��H��� (Young et al., 1992; Maviglia et al., 2009; Mortensen et al., 2009) ��
����������� polymyxin B-resistant A. baumannii 2.7% ��+ 1.7% ���-
��.��
 
��%'����+
��+��/�R��+-��
������ (Gales et al., 2006) ��+�����������)�	
�� colistin 3% $��.�&�� 
ICU ��+��/���H (Souli et al., 2006) H!��"��*�������G����/!�[�"���	���	��������)�	
-&
 colistin 
2%  
�-��
�&���)�
� (-������� 3) "�'�������� 2 �.&����-
�"-* 
���+��/���.�� �����
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)�	
-&
 colistin �S�R!� 27.9% $�� A. baumannii 214 ������^%� (Ko et al., 2007) )����	�"�
��-���	


�$$+�������]�����)�	
-&
���M�����+����� !	� ��+����%&� polymyxin �&��R!����M�����+��%&�
���

�$(�&�����R"�*"���������	� A. baumannii ������^%�)�	
��()*��	�.�) 

�#$$%�����������/��-��$��������".*�����"$��+�������)�
�������������"�*���
$�����"������
������+���[�'�-�)���	
 �����������$��$����������)�".*�.e��&����$�������
f�^�g"���������	����	
���������������()*)���&��������������� (Nikaido, 1999; Zgurskaya and 
Nikaido, 1999) $��G�����)�
���	���	������&�������) 51 ������)���������)�
����               
A. baumannii H!���������	
�������������� ���&���������)�����f�^�g"���������	����	
')�-���*
� ��
������)$�����%)��������)�)��������f�^�g�����	�����$����-��'- 
� A. baumannii ATCC 19606 ()*
�����&� 90% ������� *� *� 250 µg/ml )����	�&����� *� *�-����%)��������R��	��������$��� 
� A. 
baumannii ()*��	�$!���&������&� 250 µg/ml ���".*������)���������/!�[�(�&�����R���(���]��
����
�������h&����	
')�-��()*  

����
�������������)�	
���������� !	������$��$�������������".*�����"$��+������/!�[� 
secondary metabolites $�����"������������)���)�	
�� �������$������&���"$H!�������� *
�������
�)���)�	
�� ()*��& ���"�* berberine H!��������� alkaroid $�������%&� berberry ����������R"�
����������������� 
� DNA �-&����
�$�����)����&��(�&�����RG&��� *��S&�H���()* ���".*(�&��
f�^�g"���������	����	
�������� �-&����
"�*�&����� 5�-methoxyhydnocarpin ������()*$��������)
�)��������+����������R������������	� efflux pump ����
�����"�*�&����� berberine ���".*
�����R�����	����	
()* (Stermitz et al., 2000) )����	������$��$!�".*�����"$"����"�*����.�&���	����
����)���)�	
��������

�f�^�g')�-��$����������f�^�g����+.�&�����"���������	����	
 ��
������-&
��
��.�����	�������������"�*���$�������%�(��"������������)���)�	
��.���
�����$�� ��&����"�*��� catechin $�����&����� oxacillin �����	����	
 meticillin-resistant S. aureus 
(MRSA) (Takahashi et al., 1995) ���"�* epigallocatechin gallate �&����� ampicillin/sulbactam 
�����	����	
 meticillin-susceptible S. aureus (MSSA) ')����� *�$������
�(H�� β-lactamase (Hu et 
al., 2001) �
�$����	���������/!�[���������R"������������&���)���)�	
��"�������)
.��� (crude extract) $����� ��&����"�*������)$����� ����&����� levofloxacin �����	� E. coli 
0157 (Isogai et al., 2001) ���"�* aqueous crude khat extract �&����� tetracycline �����	� 
Streptococcus sanguis ��+ Fusobacterium nucleatum (Al-hebshi et al., 2006) �����$���&��".�&
$+������/!�[�������)$�������	��������%�^�g��+������).���"���������f�^�g".*��&��
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�M�����+"����-&
-*�����	
��������������� �-&��������/!�[�������)$����%�(��"��������
����)���)�	
��"����������������*
� ')��,��+������^%����)�	
-&
���M�����+.������) 
 Novobicin ���� hydrophobic drug ���(�&�����R"�*"�������[����	
��������������H!��
����G���$�� outer membrane H!�����v��+���� hydrophillic ���".*��(�&�����R����G&��(�()* 
(Khalil et al., 2008) ���/!�[���	���	$!����������).���$�����$����� 44 ���) 51 ������) $��
�&��-&�� \  
�������������)�
���������R"������������)���)�	
�� novobiocin  
����	
 
A. baumannii  ��+���&�&� MIC  
� novobiocin -&
���	
 A. baumannii ������()*$��GS*�Z��$����� 
49 ������^%� ��&� MIC 
�S&�+.�&�� <2 R!� >64 µg/ml ')����	
$����� 21, 14, ��+ 1 ������^%���&� 
MIC ��&���� 8, 16, ��+ >64 µg/ml ����
��������������&� MIC breakpoint  
����	
 staphylococci 
H!�������(�-&
��
�S&������� *� *� <4 µg/ml ��+)�	
-&
��������� *� *� >8 µg/ml (Thornsberry 
et al., 1997) ��)�".*�.e��&����	
 A. baumannii ����������)�
��&��".�&)�	
-&
�� novobiocin ��
���/!�[����"�*���$��^�����-����)-&�� \ �&����� novobiocin "���������	����	
������������
�� ')� Palaniappan ��+ Holley (2010) ()*������/!�[����$��^�����-�()*��& eugenol, thymol, 
carvacrol, cinnamaldehyde, ��+ allyl isothiocyanate "��)���)�	
�� novobiocin -&
���	
 
Salmonella Typhimurium SGI 1 ��+ E. coli N00 666 �����&� MIC ��&���� 256 µg/ml ��+ 64 
µg/ml ���&�������)$��^�����-���	�.�)�����R�)&� MIC ()* 4-8 ��&� 
�&� MIC ��-� "�
���/!�[���	()*�������)�
�������).���$����%�(��������� *� *� 250 µg/ml ��������)���
)�	
-&
�� novobiocin ������)$����%�(��.������)�������R�)���)�	
�� novobiocin ()* 8 ��&�
 
�&� MIC ��-� ������)$��'��.��� ������ ��e���
��� ��
���v� ��
(�� ��+��
��/ 
������%�(����������R�)���)�	
�� novobiocin ()*)�����%)$��������)$����%�(����	�.�) H!��
�����R�����	�����$��� 
� A. baumannii ATCC 19606 ()*�����&� 90% "� Y+��� Deepak ��+
Y+ (2010)  ������/!�[�������)$����
(�� (Terminalia chebula) ���� *� *� 2.5 mg/ml "�
����)���)�	
�� cefotaxime -&
���	
 A. baumannii ������()*$��GS*�Z�� ���&�������)$����
(��
�����R�)���)�	
��()* 8 ������^%� $����	�.�) 14 ������^%� H!�������R�)&� MIC ()*�+.�&�� 2-4 
��&� 
 ����
������/!�[���������R"������������)���)�	
��������� *� *�-&�� \  
����
���)��	� 6 ���) ����
�)���
�������)�������+���^�v��)�����%)-&
��������f�^�g novobiocin ������
� *� *� 1/8MIC "���������	�����$��� 
� A. baumannii ATCC 19606 ���&� '��.����������
���)��������)�)��������������������R"���������f�^�g novobiocin ()*)�')������R�����	����
�$����-��'- 
� A. buamnannii ATCC 19606 ()*�����&� 90% ������� *� *� 
�������) 31.2 
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µg/ml "� Y+���f�^�g$�� novobiocin .��
$��������)������� *� *�)����&����������)�)���(�&��
f�^�g"���������	�����$����-��'- 
����	
 ����
������/!�[���������R"������������)���)�	
�� 
novobiocin ������� *� *���&���� 1/8MIC ��� MDR A. baumannii ������()*$��GS*�Z�����������)
$��'��.���������� *� *�-&�� \ ���&�������)��������������R"���������	�����$����-��'-
 
����	
�-&����������R"���������	�����$����-��'-()*�*
� ��+��f�^�g�*
�������
���� *� *�
 
�������)�*
��� "����������^%�������� *� *� 
�������)-���������)(�&��f�^�g"��������
����)���)�	
�� .���$����	�����
�������)�
�
����	�������� *� *� 
� novobiocin ��&���� 1/4 
MIC ������)$��'��.��������R�)���)�	
�� novobiocin "� MDR A. buamannii ������()*$��
GS*�Z��()*�S����
��%����� *� *�����)�
� ��	���	
�$����
���$�����	
���������)�
�����������^%����
)�	
-&
���M�����+.������) ����(����)�	
��.�����(�H!���������&����� ��&� ����)�� 
� 
permeability ��+��� ����

�')� efflux pump ')��,��+ efflux pump ���) MFS, RND, ��+ 
MATE family ����������)�

�"� A. baumannii  (Vila et al., 2007) �
�$����	 novobiocin ���
���� substrate  
� efflux pump ���) MFS "��������������� (Piddock, 2006b) ��+ RND 
efflux pump ���) AdeIJK "� A. baumannii (Damier-Piolle et al., 2008) ���".*������� *� *� 
�
��-��� ���	
$!������R �����M�����+

���+�)�������.��-&
�H��� 
 $������)�
�G� 
�������)$��'��.���-&
��(����)�	
����������� permeability ��+ 
efflux pump  
� A. baumannii ATCC 19606 ��+ A. baumannii NPRC AB026 ���&� ������)
$��'��.���������� *� *� 15.6 µg/ml �����R���������+���� NPN �����Y outer membrane 
��&��)������ EDTA H!�����.�*�������� permeabilizer "� Y+������	
(�&�����R���������+���� EtBr 
v��"��H�������
�������������� CCCP H!�����.�*�������� EPI  
����	
��	��
�������^%�����
�$�� A. 
baumannii ������^%�����������)�

� 
� efflux pump ���) AdeABC ����
�-����� CCCP ������
.�*�������� EPI �&����� meropenem �����R�)&� MIC �&��".�&()* 4-16 ��&� 
� MIC  
� 
meropenem (Huang et al., 2008) �
�$����	��� EtBr ������� substrate  
� efflux pump "� RND 
family (Vila et al., 2007) ��)�".*�.e��&�������)$��'��.���(�&()*���.�*�������� EPI "�����)
���)�	
�� 
� A. baumannii �-&
�$���.�*�������� permeabilizer "���������	�������� *� 
���
�M�����+ $������)�
�����f[�������
�-*����&�������)$��'��.����� alkaloids, 
condensed tannins ��+ triterpenoid ����
����+�
� H!�������+�
� tannin ��%Y����-��*����� 
EDTA ')�����������+$%�����YG���H��� 
��������� (Kell, 2009) 
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����� 5 

�!' 
 
 
 1. ������).���$����%�(��������� *� *� 250 µg/ml $����� 30 ������)$����%�(��
��	�.�) 51 ������) ����������R�����	�����$����-��'- 
����	
 Acinetobacter baumannii ATCC 
19606 ()*�*
���&� 50%  
 2. ������).���$��'��.��� (Holarrhena antidysenterica) ������� *� *��+.�&�� 250-
7.8 µg/ml ����������R"���������f�^�g�� novobiocin ������� *� *� 
�����&���� 1/8MIC ()*)�
����%)$����%�(����	�.�) 51 ������)"���������	�����$����-��'- 
����	
  
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 
 3. ������).���$��'��.���������� *� *��+.�&�� 250-7.8 µg/ml ����������R"�
��������f�^�g�� novobiocin ������� *� *� 
�����&���� 1/4MIC ()*)�"���������	� mutidrug-
resistant Acinetobacter baumannii ������()*$��GS*�Z��$����� 43 ������^%� 
 4. ������).���$��'��.�������(�"���������f�^�g��')����.�*�����*�������� 
EDTA �����%Y����-�"�������� permeabilizer "�������������+���� NPN �����Y outer 
membrane �-&(�&�����R���������+���� EtBr v��"��H�������
����������������� CCCP �����
%Y����-����� EPI  
 5. $������)�
�����f[������	
�-*�������).���$��'��.����������%&� alkaloids, 
condensed tannins ��+ triterpenoids ����
����+�
� 
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-������� 1 Clinical isolate of Acinetobacter baumannii from Songklanagarind hospital 
 

Code number   Specimens    Sex    Age 

NPRC AB001   Body fluid    Female    65  

NPRC AB002   Body fluid    Female    74 

NPRC AB003   Sputum     Female   74 

NPRC AB004   Urine (catheter)    Female   74 

NPRC AB005   Urine (MSU)   Male   9 

NPRC AB007    Sputum     Male   38 

NPRC AB008    Urine (catheter)    Female   49 

NPRC AB010   Blood     Female   81 

NPRC AB011    Urine (catheter)    Female   90 

NPRC AB013    Blood     Male   2 

NPRC AB014    Urine (MSU)    Female   62 

NPRC AB015    Urine (catheter)    Female   30 

NPRC AB016    Urine (catheter)    Female   59 

NPRC AB017    Body fluid    Female   65 

NPRC AB018    Sputum     Female   65 

NPRC AB019    Sputum     Male   84 

NPRC AB020    Sputum     Female   62 

NPRC AB021    Urine (catheter)    Male   53 

NPRC AB022   Blood     Male   2 

NPRC AB023   Bile: BFI    Female   63 

NPRC AB024   CSF     Male   0.9 

NPRC AB026   Sputum     Male   60 

NPRC AB027   Blood     Female   62 
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Code number   Specimens    Sex    Age 

NPRC AB028   Tissue     Male   51 

NPRC AB029   Pus     Male   16 

NPRC AB030   Sputum     Male   6 

NPRC AB031    Body fluid    Female   61 

NPRC AB032    Body fluid    Female   71 

NPRC AB033    Body fluid    Female   0.4 

NPRC AB034    Sputum     Male   4 

NPRC AB035    Sputum     Male   22 

NPRC AB036    Sputum     Female   35 

NPRC AB037    Sputum     Male   44 

NPRC AB038    Sputum     Male   82 

NPRC AB039    Sputum     Female   1 

NPRC AB040   Blood     Female   3 

NPRC AB041   CSF     Male   0.9 

NPRC AB042    Urine (catheter)    Male   51 

NPRC AB043    Urine (MSU)    Female   78 

NPRC AB044    Urine (MSU)    Male   89 

NPRC AB045   Tissue     Female   35 

NPRC AB046   Tissue     Female   68 

NPRC AB047   Body fluid    Female   68 

NPRC AB048   Sputum     Male   50 

NPRC AB049   Bronchial    Male   77 

NPRC AB050   Sputum     Female   0.1 

NPRC AB051   Body fluid    Male   67 

NPRC AB052   -    -   - 
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Code number   Specimens    Sex    Age 

NPRC AB053   -    -   - 

-= No  data 
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-������� 2  
Growth inhibition of ethanolic extract of Holarrhena antidysenterica and novobiocin (1/8MIC) 
against clinical isolates of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii (n=43) 
 
Bacterial  Percentage of bacterial growth inhibition 
isolates   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)  Novobiocin 
   250   125   62.5   31.2   15.6   7.8   
NPRC AB001  60a/44b    39/32     31/23   26/17   24/15   19/11  0  
NPRC AB002  84/56   46/4       38/1   22/0   18/5   17/0  7  
NPRC AB003  44/30   27/15   16/0   11/0   8/0   7/0  0 
NPRC AB004  54/46   41/27   29/18   24/15   22/11   20/8  11 
NPRC AB005  63/48       43/36     29/27   23/20   19/15   15/10  3  
NPRC AB010  76/29   35/0   25/0   15/0   19/0   14/0  0 
NPRC AB011  95/56   37/26   24/20   14/14   12/11   9/3  0 
NPRC AB013  48/42   32/28   23/19   17/11   16/10   14/8  0 
NPRC AB014  48/9   27/10   24/10   20/12   20/12   21/7  10 
NPRC AB015  59/45   50/28   29/16   21/11   19/11   16/8  2 
NPRC AB016  62/59   40/38   25/23   16/14   14/12   12/13  9 
NPRC AB017  68/45   45/35   36/26   26/17   25/15   19/11  3 
NPRC AB018  60/44   41/31   43/20   25/15   23/13   18/11  4 
NPRC AB019  58/48   43/37   28/23   22/16   19/14   17/11  2 
NPRC AB021  52/37   20/17   10/13   8/8   7/10    8/3  0 
NPRC AB022  47/40   35/28   25/17   18/11   17/11   16/10  0 
NPRC AB024  82/61   40/25   21/20   14/14   10/15   10/9  0 
NPRC AB026  94/60   49/29   35/25   26/19   26/21   22/17  0 
NPRC AB028  84/55   42/30   26/20   16/18   14/14   9/10  0 
NPRC AB029  73/59   36/25   35/16   23/14   30/16   22/17  9 
NPRC AB030  92/52   89/45   86/70   88/79   85/73   43/22  54 
NPRC AB031  49/42   38/27   30/21   23/14   19/12   14/10  10 
NPRC AB032  45/41   31/28   27/21   19/18   16/11   13/9  7 
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-������� 2 (/0 ) 
 
Bacterial  Percentage of bacterial growth inhibition 
isolates   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)  Novobiocin 
   250   125   62.5   31.2   15.6   7.8   
NPRC AB033  74/53   54/32   36/17   29/13   26/10    25/4  11 
NPRC AB034  96/56   93/44   88/24   69/14   74/10    70/10  17 
NPRC AB036  78/37   39/22   20/17   14/7   20/4    9/0  0 
NPRC AB037  96/78   95/75   93/75   91/74   92/55    83/28  72 
NPRC AB038  47/35   45/21   25/19   20/17   14/13    11/10  0 
NPRC AB039  89/41   85/30   90/18   79/13   39/11    29/9  7 
NPRC AB040  84/63   41/35   40/25   27/16   36/23    26/20  0 
NPRC AB041  73/52   32/29   29/17   19/9   34/10    17/0  0 
NPRC AB042  60/44   24/25   26/19   29/13   41/11    15/10  10 
NPRC AB043  43/34   31/38   19/20   14/15   13/12    8/8  6 
NPRC AB044  87/39   40/18   34/10    25/7   12/7    22/7  4 
NPRC AB045  82/41   52/15   16/16   29/21   24/12    25/0  0 
NPRC AB046  76/55   36/28   25/22   16/16   15/12    12/9  0 
NPRC AB047  94/76   49/43   32/26   22/17   16/19    14/12  0 
NPRC AB048  94/48   75/21   85/15   72/0   50/2    51/9  40 
NPRC AB049  59/46   37/33   26/20   19/13   18/11    17/10  2 
NPRC AB050  99/41   93/26   28/16   37/14   38/13    34/8  2 
NPRC AB051  52/46   31/28   24/21     20/16   19/14    16/11  0 
NPRC AB052  52/51   35/35   23/24   20/18   20/17    17/18  3 
NPRC AB053  82/25   28/6   6/0   0/0   0/0    0/0  0 
a The effect of ethanolic extract and 1/8MIC of novobiocin 
b The effect of ethanolic extract 
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-������� 3  
Growth inhibition of ethanolic extract of Holarrhena antidysenterica and novobiocin (1/4MIC) 
against clinical isolates of multidrug-resistant Acinetobacter baumannii (n=43) 
 
Bacterial  Percentage of bacterial growth inhibition 
isolates   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)  Novobiocin 
   250   125   62.5   31.2   15.6   7.8   
NPRC AB001  100a/44b   96/32   97/23    63/17   44/15   26/11  6 
NPRC AB002  100/56     100/4     100/1   100/0   100/5   96/0  59  
NPRC AB003  91/30   36/15   27/0   18/0   13/0   10/0  1 
NPRC AB004  96/46   94/27   97/18   78/15   75/11   95/8  26 
NPRC AB005  74/48      52/36     43/27   30/20   24/15   18/10  5  
NPRC AB010  100/29   100/0   100/0   100/0   98/0   99/0  50 
NPRC AB011  100/56   99/26   98/20   99/14   80/11   81/3  23 
NPRC AB013  82/42   46/28   50/19   38/11   27/10   18/8  3 
NPRC AB014  96/9   80/10   89/10   95/12   97/12   94/7  33 
NPRC AB015  100/45   96/28   100/16   96/11   99/11   98/8  21 
NPRC AB016  62/59   42/38   25/23   17/14   14/12   12/13  4 
NPRC AB017  100/45   98/35   95/26   97/17   89/15   33/11  10 
NPRC AB018  100/45   100/31   99/20   96/15   99/13   96/11  25 
NPRC AB019  94/48   85/37   47/23   56/16   73/14   39/11  8 
NPRC AB021  100/37   67/17   49/13   54/8   32/10   20/3  16 
NPRC AB022  89/40   66/28   67/17   28/11   25/11   16/10  4 
NPRC AB024  100/61   100/25   93/20   84/14   47/15   28/9  3 
NPRC AB026  100/60   99/29   91/25   80/19   55/21   50/17  16 
NPRC AB028  100/55    98/30   83/20   67/18   47/14   23/10  5 
NPRC AB029  100/59   100/25   98/16   98/20   88/16   90/17  39 
NPRC AB030  100/52   98/45   99/70   97/79   96/73   99/22  76 
NPRC AB031  87/42   94/27   88/21   84/14   87/12   75/10  54 
NPRC AB032  55/41   43/28   35/21   23/18   18/11   20/9  21 



95 

 

-������� 3 (/0 ) 
 
Bacterial  Percentage of bacterial growth inhibition 
isolates   Concentrations of ethanolic extract (µg/ml)  Novobiocin 
   250   125   62.5   31.2   15.6   7.8   
NPRC AB033  100/53   97/32   98/17   96/13   97/10   96/4  39 
NPRC AB034  96/56   97/44   96/24   100/14   100/10   99/10  84 
NPRC AB036  100/37   100/22   96/17   97/7   64/4   45/0  9 
NPRC AB037  100/78   100/75   100/75   100/74   100/55   100/28  84 
NPRC AB038  98/35   75/21   73/19   56/17   20/13   22/10  3 
NPRC AB039  100/41   100/30   100/18   98/13   100/11   100/9  66 
NPRC AB040  100/63   94/35   89/25   79/16   38/23   34/20  12 
NPRC AB041  97/52   92/29   88/17   68/9   39/10   41/0  0 
NPRC AB042  78/44   49/25  36/19   33/13   31/11   55/10  17 
NPRC AB043  74/34   80/38   51/20   34/15   70/12   70/8  57 
NPRC AB044  96/39   95/18   96/10   93/7   99/7   100/7  83 
NPRC AB045  100/41   97/15   92/16   93/21   91/12   87/0  18 
NPRC AB046  100/55   95/28   97/22   87/16   47/12   51/9  0 
NPRC AB047  99/76   94/43   86/26   57/17   45/19   43/12  4 
NPRC AB048  99/48   100/21   85/15   99/0   89/2   99/9  78 
NPRC AB049  93/46   92/33   86/20   56/13   28/11   30/10  4 
NPRC AB050  100/41   100/26  100/16   100/14   100/13   100/8  18 
NPRC AB051  87/46   44/28   27/21    22/16   18/14   14/11  2 
NPRC AB052  83/51   89/35   89/24   67/18   57/17   54/18  48 
NPRC AB053  93/25  92/6   91/0   88/0   75/0   21/0  9 
a The effect of ethanolic extract and 1/4MIC of novobiocin 
b The effect of ethanolic extract 
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