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Abstract 

Since time immemorial plant extracts have been used for their antibacterial properties. 

In recent time, the active compounds have been isolated and their activities are established. 

However, considering the diversity of the plant kingdom and their secondary metabolites, 

further research needs to be done to identify potential metabolites having direct antibacterial 

and antibiotic potentiation ability. The identification of antibiotic potentiators is important 

considering the rapid development of bacterial resistance against the antibiotics thereby 

depleting the antibiotic pipeline. To address this issue of bacterial resistance and to find 

antibiotic potentiating plant metabolites, the present study was carried out under four 

objectives.  

High throughput method was employed for screening of 180 extracts in different 

solvents obtained from 30 plants. These extracts were screened for β-lactamase inhibition and 

β-lactam potentiation ability against the MDR bacterial isolates (Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, and Bacillus cereus). Among the extracts, 

acetone extract of Ficus religiosa and hexane extract of Acorus calamus was found to be the 

most effective in terms of β-lactamase inhibition and ampicillin potentiation.  

The metabolites present in F. religiosa were identified using HR-LCMS. Further, to 

understand the binding of the metabolites with Class A β-lactamases (TEM 1, SHV1, KPC-2 

and 6D17) molecular docking and MD simulation studies were performed. This revealed that 

taxifolin and miquelianin showed the best binding affinity with all the four class A β-

lactamases. Hydrogen bond occupancy of >200 % was seen with Glu166, Glu240, Asn132, etc. 

which are located in the enzyme active site. Additionally, the ADMET profile of the metabolites 

showed their drug likeliness and non-toxic nature.  
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Fractionation of bioactive compounds from A. calamus rhizome hexane (AC-R-H) 

extract was performed and its MIC, FIC index and mode of action was determined.  AC-R-H 

bioactive fraction was found to reduce the MIC of ampicillin against E. coli (100 mg/mL to 25 

mg/mL), P. aeruginosa (15 mg/mL to 3.25 mg/mL), A. baumannii (12.5 mg/mL to 1.56 mg/ml), 

and B. cereus (10 mg/mL to 1.25 mg/mL). Further it recorded synergistic activity with 

ampicillin against B. cereus (FICI = 0.365), P. aeruginosa (FICI = 0.456), and A. baumannii 

(FICI = 0.364). This activity can be attributed to its ability to alter the fatty acid composition 

of the bacterial cell membranes, hinder the membrane integrity, permeability, and cause cell 

membrane damage. It also showed good antibiofilm activity against B. cereus and a moderate 

β-lactamase inhibition (IC50 = 6.2 mg/mL). Characterization of AC-R-H bioactive fraction 

through UV-Vis, FT-IR, and GC-MS revealed Asarone as the major compound present in the 

bioactive fraction.  

Finally, PLGA based formulation was prepared by encapsulating the clarified crude of 

A. calamus. The encapsulated particles exhibited size (300-500 nm), PDI (0.3-0.4) and zeta 

potential (-25 to -15 mV). The loading capacity and encapsulation efficiency of the particles 

were (40 to 60 %) and in vitro release profile showed burst release with ~70 % of cumulative 

release in 24 h. The encapsulated particles showed antibacterial efficacy and ampicillin 

potentiation against A. baumannii. Further, the cell toxicity studies of clarified crude and 

encapsulated particles (20 μg/ml) on Vero cells showed ~20 % inhibition. Overall, the study 

identifies two plants F. religiosa and A. calamus and their metabolites as potential candidates 

for countering multidrug resistance in bacteria. Also, the development of PLGA based 

formulation encapsulating A. calamus clarified crude showcases the feasibility to develop 

biocompatible formulation with multiple compounds. 
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 सार 

प्राचीन काल से वनस्पतियों के अकक /सत्त का उपयोग उनके एंटीबैक्टीरियल गुणों के ललए ककया 
जािा िहा है। हाल के समय में, उन वनस्पतियों के अकक /सत्त से सकिय यौगगकों को अलग कि 
उनकी कायकलाप को समझने की कोलिि की गई है। हालााँकक, सषृ्टट जगि के वनस्पतियों औि 
उनके द्वविीयक मेटाबोलाइट्स की ववववधिा को ध्यान में िखिे हुए, प्रत्यक्ष एंटीबैक्टीरियल 
औि एंटीबायोटटक सामर्थयक वाले संभाववि मेटाबोलाइट्स की पहचान किने के ललए औि अगधक 
िोध ककए जाने की आवश्यकिा है। इसके अतिरिक्ि, बैक्टीरिया के प्रतििोध क्षमिा में िेजी से 
ववकास के कािण असिदाि एंटीबायोटटक दवाओं की उपलब्धिा में िेजी से कमी आने को ध्यान 
में िखिे हुए नए एंटीबायोटटक सामर्थयक वाले संभाववि मेटाबोलाइट्स की खोज महत्वपूणक है। 
इसललए, बैक्टीरिया के बढ़िे प्रतििोध क्षमिा से उत्पन्न परिष्स्िति के समाधान किने औि नए 
एंटीबायोटटक सामर्थयक वाले संभाववि मेटाबोलाइट्स को खोजने के ललए, विकमान अध्ययन को 
चाि उद्देश्यों के िहि ककया गया। 

30 पौधों से प्राप्ि 180 अकक /सत्त की ववलभन्न ववलायकों में उच्च थू्रपुट ववगध के द्वािा जााँच 
ककया गया। एमडीआि बैक्टीरियल आइसोलेट्स (एस्चेरिगचया कोली, स्यूडोमोनस एरुगगनोसा, 
एलसनेटोबैक्टि बाउमन्नी औि बैलसलस सेरिअस) के प्रति β-लैक्टामेज़ तनयंत्रण औि β-लैक्टम 
सामर्थयकिा के ललए इन अकों/सत्तों की जांच की गई। इनमें से, फाइकस रिललष्जयोसा के एसीटोन 
अकक  औि एकोिस कैलामस के हेक्सेन अकक  को β-लैक्टामेज़ तनयंत्रण औि एम्पीलसलीन सामर्थयकिा 
के मामले में सबसे प्रभावी पाया गया। 

फाइकस रिललष्जयोसा में मौजूद मेटाबोलाइट्स की पहचान एचआि-एलसीएमएस का उपयोग 
किके ककया गया। इसके अलावा, शे्रणी ए β-लैक्टामेस (टीईएम-1, एसएचवी-1, केपीसी-2 औि 
6डी17) के साि मेटाबोलाइट्स के आबंधन को समझने के ललए आणववक डॉककंग औि एमडी 
लसमुलेिन अध्ययन ककए गए। इसस ेपिा चला कक टैक्सीफोललन औि लमकेललयातनन के चाि 
शे्रणी ए β-लैक्टामेस के साि सबसे अच्छा आबंधन होिा है। एंजाइम सकिय साइट में अवष्स्िि 
ग्लू-166, ग्लू-240, एएसएन-132, इत्याटद में 200% से भी अगधक हाइड्रोजन बांड अगधभोग देख 
गया। इसके अतिरिक्ि, मटेाबोलाइट्स के एडीएमईटी प्रोफाइल से उनकी गैि-ववषाक्ि प्रकृति औि 
दवाई बनाने की संभावनाओं का भी पिा चला। 

एकोिस कैलामस िाइजोम हेक्सेन (एसी-आि-एच) अकक  से बायोएष्क्टव यौगगकों का अंिांकन 
किने के बाद इसके एमआईसी, एफआईसी सूचकांक औि कियान्वयन के ििीके का तनधाकरिि 
ककया गया। एसी-आि-एच बायोएष्क्टव अंि एस्चेरिगचया कोली (100 लमलीग्राम/एमएल से 25 
लमलीग्राम/एमएल), स्यूडोमोनस एरुगगनोसा (15 लमलीग्राम/एमएल से 3.25 लमलीग्राम/एमएल), 
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एलसनेटोबैक्टि बाउमन्नी (12.5 लमलीग्राम/एमएल से 1.56 लमलीग्राम/एमएल), औि बैलसलस 
सेरिअस (10 लमलीग्राम/एमएल से 1.25 लमलीग्राम/एमएल) के एम्पीलसलीन के एमआईसी को 
कम किने के ललए उपयुक्ि पाया गया। इसके अतिरिक्ि, बैलसलस सेरिअस (एफआईसीआई = 
0.365), स्यूडोमोनस एरुगगनोसा (एफआईसीआई = 0.456), औि एलसनेटोबैक्टि बाउमन्नी 
(एफआईसीआई = 0.364) के प्रति एसी-आि-एच अकक  का एम्पीलसलीन के साि सहकियात्मक 
गतिववगध का भी पिा चला। इस गतिववगध को बैक्टीरिया कोलिका झझल्ली की फैटी एलसड 
संिचना को बदलने, झझल्ली की संपूणकिा औि पािगम्यिा में बाधा डालने औि कोलिका झझल्ली 
को नुकसान पहंुचाने की क्षमिा से सम्बद्ध ककया जा सकिा है। एसी-आि-एच अकक  ने बैलसलस 
सेरिअस के प्रति अच्छी एंटीबायोकफल्म गतिववगध औि मध्यम β-लकै्टामेज़ तनयंत्रण (IC50 = 
6.2 लमलीग्राम/एमएल) भी टदखाया। एसी-आि-एच बायोएष्क्टव अंि के यूवी-ववज़, एफटी-आईआि 
औि जीसी-एमएस तनस्र्पण के माध्यम से बायोएष्क्टव अंि में मौजूद प्रमुख यौगगक असािोन 
का पिा चला। 

अंििः, एकोिस कैलामस के क्लारिफइड िूड को सपंुटटि किके पीएलजीए आधारिि फॉमूकलेिन 
िैयाि ककया गया। एनकैप्सुलेटेड कणों का आकाि (300-500 एनएम), पीडीआई (0.3-0.4), 
जीटा क्षमिा (-25 से -15 एमवी), लोडडगं क्षमिा औि एनकैप्सुलेिन दक्षिा (40 से 60%) 
प्राप्ि हुआ। इन-ववट्रो रिलीज़ प्रोफाइल से पिा चला कक बस्टक रिलीज़ 24 घंटों में संचयी रिलीज़ 
का लगभग 70% होिा है। एनकैप्सुलेटेड कणों में एलसनेटोबैक्टि बाउमन्नी के प्रति 
एंटीबैक्टीरियल गुण औि एम्पीलसलीन सामर्थयकिा का पिा चला। इसके अलावा, वेिो कोलिकाओं 
पि क्लारिफइड िूड औि एनकैप्सुलेटेड कणों (20 माइिोग्राम/एमएल) के कोलिका ववषाक्ििा 
अध्ययन में लगभग 20% ववतनयंत्रण का पिा चला। कुल लमलाकि, अध्ययन में बैक्टीरिया के 
मल्टीड्रग प्रतििोध का मुकाबला किने के ललए सभंाववि दो पौधों फाइकस रिललष्जयोसा औि 
एकोिस कैलामस औि उनके मेटाबोलाइट्स का पिा चला। इसके अलावा, एकोिस कैलामस 
क्लारिफइड िूड को समाटहि किने वाले पीएलजीए आधारिि फॉमूकलेिन का ववकास कई यौगगकों 
के साि जैव-संगि फॉमूकलेिन ववकलसि किने की व्यवहायकिा को दिाकिा है। 
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