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Abstract 

Antimicrobial resistance (AMR), remains a significant worldwide public health issue, 

leading to 4.95 million deaths in 2019. If no action is taken, up to 10 million lives could be lost 

annually due to infections caused by drug-resistant microorganisms by the year 2050, resulting 

in an economic impact of approximately $100 trillion on the global economy. Biofilms, 

consisting of microbial cells embedded in self-produced exopolysaccharides, confer bacterial 

tolerance and resistance to antibiotics by obstructing penetration. As per the US National 

Institutes of Health, nearly eighty percent of microbial conditions in the body are associated 

with biofilms, a significant fraction of which exhibit resistance to conventional antimicrobial 

therapies. Actinobacterial species are recognised for their ability to produce secondary 

metabolites comprising antibiotic, antiviral, and anticancer compounds. With more than 7000 

compounds produced by Streptomyces sp., most of them account for the secondary metabolites 

of potent antibiotics, making Streptomycetes the most exploited primary antibiotic-producing 

source. 

The thesis aims to extensively investigate the isolation of rare marine actinobacteria for 

combating biofilm formation and drug resistance. Specifically, two strains of actinobacteria, 

namely, Nocardiopsis lucentensis EMB25 and Streptomyces sp. EMB24 were characterized and 

investigated for anti-biofilm and antibacterial potential. The highlight of the work is the isolation 

of rare actinobacteria inhibiting and eradicating the biofilm in Pseudomonas aeruginosa, 

reported for the first time.   

The overall objectives of the thesis are as follows: 

• Isolation of rare marine actinobacteria to study the effect of secondary metabolites on P.  

aeruginosa PseA biofilms 

• Mechanism of secondary metabolites in inhibiting biofilm formation of P. aeruginosa 
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PseA 

• Screening and isolation of actinobacteria for the antibacterial effect against drug-resistant 

bacteria 

• Green synthesis of silver nanoparticles to study the antibacterial effect against drug-

resistant bacteria.  

The present study describes the whole genome analysis and biofilm-inhibiting and 

biofilm-eradicating potential of actinobacterial isolate identified as N. lucentensis EMB25. N. 

lucentensis EMB25 has a 6.5 Mbp genome with 71.62 % GC content. The genome analysis 

by  Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Ring Image Generator (BRIG) revealed it to 

be closely related to Nocardiopsis dassonvillei NOCA502F. Moreover, the work intended to 

explore the antibiofilm potential of EMB25. Fermentation and extraction of the secondary 

metabolites was done employing the organic solvent extraction method. The organic extract at 

1.56 µg/µL inhibited 50 % biofilm (BIC50), and > 85 % biofilm inhibition was observed at 25 

µg/µL. The gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS/MS) technique identified the 

total compounds present. After identification, the ligands present in the extract were docked on 

the LasR and RhlR. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity (ADMET) 

analysis of the selected metabolites shows that these can be pursued as potential drug 

candidates. Finally, the mechanism was elucidated through expression analysis of genes 

regulated by LasR and RhlR in the presence and absence of organic extract. To the best of our 

knowledge, this is the first time the genus Nocardiopsis has been explored to inhibit and 

eradicate the biofilm of P. aeruginosa. 

The current unprecedented rate of Streptomyces genome mining has led to the creation 

and usage of bioinformatics tools aimed explicitly at discovering Biosynthetic gene clusters 

(BGCs). Bacterial antiSMASH is a robust genome-mining tool that enables users to identify, 

annotate, and evaluate secondary metabolite BGCs easily. Based on the relevance of the 
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Streptomyces genus as a hub of novel antibiotics, we have isolated Streptomyces sp. strain 

EMB24 from Pen, Maharashtra, India. The Streptomyces sp. strain EMB24, with a GC content 

of 72.40 %, has a genome of 7,252,958 bp.  The Streptomyces sp. strain EMB24 exhibited 

potent antibacterial activity against various drug-resistant bacteria growth, namely MRSA, 

tetracycline-resistant N. gonorrhoeae, and N. gonorrhoea WHO F evaluated using the agar-

plug assay. 

Subsequently, green synthesis of silver nanoparticles by Streptomyces extract resulted 

in a 10-30 nm size range confirmed by Field Emission Scanning Electron Microscopy 

(FESEM) and Transmission Electron Microscopy (TEM) images. The AgNPs exhibit 

significant antibacterial activity against drug-resistant bacteria, namely P. aeruginosa, 

tetracycline-resistant N. gonorrhoeae, N. gonorrhoea WHO (F) and MRSA at 5 µg/mL 

concentration. In addition, we have observed more than 80 % of biofilm inhibition in P. 

aeruginosa at 50 µg/mL concentration of AgNPs. This thesis makes a significant contribution by 

isolating and characterizing rare marine actinobacteria with promising potential for combating AMR 

and biofilm-related infections. The discovery of N. lucentensis EMB25 and Streptomyces sp. EMB24, 

along with their bioactive compounds, offers novel therapeutic strategies for addressing drug-resistant 

pathogens and biofilm-associated infections. The antimicrobial activity of green-synthesized AgNPs 

further highlights the potential of this research in developing alternative antimicrobial treatments. 

  



x 

 

सार 

एंटीमाइक्रोबियल रेबिस्टेंस (एएमआर) एक गंभीर वैबिक सावविबिक स्वास्थ्य समस्या ििी हुई है, बिसके 

कारण 2019 में लगभग 4.95 बमबलयि मौतें हुईं। यबि इस पर ध्याि िही ंबिया गया तो 2050 तक ड्र ग-

रेबिस्टेंट सूक्ष्मिीवो ंके कारण होिे वाले संक्रमणो ंसे प्रबत वर्व लगभग 10 बमबलयि लोगो ंकी मौत हो सकती 

है, बिससे वैबिक अर्वव्यवस्था पर लगभग $100 बटर बलयि का आबर्वक प्रभाव पड़ सकता है। िायोबिल्म्स, 

िो बक स्वयं द्वारा बिबमवत एक्सोपॉलीसैकेराइड््स में संलग्न माइक्रोबियल कोबिकाओ ं से ििे होते हैं, 

एंटीिायोबटक्स के प्रवेि को रोककर िैक्टीररया की सबहषु्णता और प्रबतरोध को िढाते हैं। यूएस िेििल 

इंस्टीटू्यट्स ऑि हेल्थ के अिुसार, िरीर में लगभग अस्सी प्रबतित माइक्रोबियल स्थस्थबतयााँ िायोबिल्म्स 

से िुड़ी होती हैं, बििमें से अबधकांि परंपरागत एंटीमाइक्रोबियल उपचारो ंके प्रबत प्रबतरोध प्रिबिवत करती 

हैं। एस्थक्टिोिैक्टीररयल प्रिाबतयो ंको उिके माध्यबमक मेटािोलाइट्स, बििमें एंटीिायोबटक, एंटीवायरल, 

और एंटी-कैं सर यौबगक िाबमल हैं, का उत्पािि करिे की क्षमता के बलए पहचािा िाता है। स्टर ीप्टोमाइसीि 

प्रिाबतयो ं द्वारा उत्पाबित 7000 से अबधक यौबगको ं में से अबधकांि िस्थििाली एंटीिायोबटक्स के 

माध्यबमक मेटािोलाइट्स हैं, बिससे स्टर ीप्टोमाइसीि एंटीिायोबटक उत्पािि का प्रमुख स्रोत िि गया है। 

इस िोध का उदे्दश्य िुलवभ समुद्री एस्थक्टिोिैक्टीररया के पृर्क्करण पर व्यापक अध्ययि करिा है ताबक 

िायोबिल्म गठि और िवा प्रबतरोध का मुकािला बकया िा सके। बविेर् रूप से, एस्थक्टिोिैक्टीररया की 

िो प्रिाबतयो,ं िोकाबड्वयोस्थिस लुसेंटेंबसस EMB25 और स्टर ीप्टोमाइसीि EMB24, का लक्षण बिधावरण और 

एंटी-िायोबिल्म तर्ा िीवाणुरोधी क्षमता के बलए परीक्षण बकया गया। इस कायव की बविेर्ता यह है बक 

इसमें पहली िार िुलवभ एस्थक्टिोिैक्टीररया को पृर्क करके Pseudomonas aeruginosa में िायोबिल्म 

को रोकिे और िष्ट करिे की क्षमता का प्रििवि बकया गया है। 

इस िोध के समग्र उदे्दश्य बिम्नबलस्थखत हैं: 
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• िुलवभ समुद्री एस्थक्टिोिैक्टीररया का पृर्क्करण कर उिके माध्यबमक मेटािोलाइट्स का P. aeruginosa 

PseA िायोबिल्म्स पर प्रभाव का अध्ययि। 

• P. aeruginosa PseA के िायोबिल्म गठि को रोकिे में माध्यबमक मेटािोलाइट्स का तंत्र। 

• िवा-प्रबतरोधी िैक्टीररया के स्थखलाि िीवाणुरोधी प्रभाव के बलए एस्थक्टिोिैक्टीररया का स्क्रीबिंग और 

पृर्क्करण। 

• िवा-प्रबतरोधी िैक्टीररया के स्थखलाि िीवाणुरोधी प्रभाव का अध्ययि करिे के बलए चांिी के िैिोकणो ंका 

हररत संशे्लर्ण। 

वतवमाि अध्ययि में एस्थक्टिोिैक्टीररयल पृर्क िोकाबड्वयोस्थिस लुसेंटेंबसस EMB25 का पूरे िीिोम 

बवशे्लर्ण और िायोबिल्म-रोकिे और िष्ट करिे की क्षमता का वणवि बकया गया है। EMB25 में 6.5 Mbp 

का िीिोम और 71.62% GC सामग्री है। िेबसक लोकल अलाइिमेंट सचव टूल (BLAST) ररंग इमेि 

ििरेटर (BRIG) द्वारा िीिोम बवशे्लर्ण िे इसे Nocardiopsis dassonvillei NOCA502F से करीिी रूप 

से संिंबधत पाया। इसके अबतररि, EMB25 की एंटी-िायोबिल्म क्षमता की खोि का लक्ष्य रखा गया। 

माध्यबमक मेटािोलाइट्स का बकण्वि और बिष्कर्वण िैबवक सॉल्वेंट बिष्कर्वण बवबध का उपयोग करके 

बकया गया। 1.56 µg/µL पर िैबवक बिष्कर्व िे 50% िायोबिल्म (BIC50) को रोका और 25 µg/µL पर 

> 85% िायोबिल्म अवरोध िेखा गया। गैस क्रोमैटोग्रािी-मास से्पक्टर ोमेटर ी (GC-MS/MS) तकिीक िे 

सभी यौबगको ंकी पहचाि की। पहचाि के िाि, बिष्कर्व में मौिूि बलगैंड््स को LasR और RhlR पर ड्ॉक 

बकया गया। चुिे गए मेटािोलाइट्स का अविोर्ण, बवतरण, चयापचय, उत्सिवि और बवर्ािता 

(ADMET) बवशे्लर्ण से पता चला बक इन्हें संभाबवत िवा उम्मीिवारो ंके रूप में आगे िढाया िा सकता 

है। अंततः , तंत्र को LasR और RhlR द्वारा बियंबत्रत िीिो ंके अबभव्यस्थि बवशे्लर्ण के माध्यम से स्पष्ट 

बकया गया। हमारी िािकारी के अिुसार, यह पहली िार है िि िोकाबड्वयोस्थिस प्रिाबत का उपयोग P. 

aeruginosa के िायोबिल्म को रोकिे और िष्ट करिे के बलए बकया गया है। 
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वतवमाि में स्टर ीप्टोमाइसीि िीिोम खिि की अभूतपूवव िर िे िैवबसंरे्बटक िीि क्लस्टसव (BGCs) की खोि 

के बलए बविेर् रूप से िायोइन्फॉमेबटक्स टूल्स का बिमावण और उपयोग संभव ििा बिया है। िैक्टीररयल 

antiSMASH एक मििूत िीिोम-खिि टूल है िो उपयोगकतावओ ंको माध्यबमक मेटािोलाइट्स BGCs 

की पहचाि, एिोटेिि और मूल्ांकि की सुबवधा प्रिाि करता है। स्टर ीप्टोमाइसीि प्रिाबत को िए 

एंटीिायोबटक्स के एक कें द्र के रूप में इसके महत्व को िेखते हुए, हमिे महाराष्टर , भारत के पेि से 

स्टर ीप्टोमाइसीि प्रिाबत EMB24 को पृर्क बकया है। EMB24 का िीिोम 7,252,958 bp का है और इसमें 

72.40% GC सामग्री है। EMB24 िे बवबभन्न िवा-प्रबतरोधी िैक्टीररया, िैसे बक MRSA, टेटर ासाइस्थक्लि-

प्रबतरोधी N. gonorrhoeae, और N. gonorrhoeae WHO F के स्थखलाि एंटीिैक्टीररयल गबतबवबध का 

प्रििवि बकया है, बिसे एगर-प्लग बवबध से आंका गया है। 

इसके िाि, स्टर ीप्टोमाइसीि बिष्कर्व द्वारा हररत संशे्लबर्त चांिी के िैिोकणो ंका आकार 10-30 nm पाया 

गया, बिसकी पुबष्ट िील्ड एबमिि सै्कबिंग इलेक्टर ॉि माइक्रोस्कोपी (FESEM) और टर ांसबमिि इलेक्टर ॉि 

माइक्रोस्कोपी (TEM) इमेिेस द्वारा की गई। 5 µg/mL पर इि AgNPs िे P. aeruginosa, टेटर ासाइस्थक्लि-

प्रबतरोधी N. gonorrhoeae, N. gonorrhoeae WHO (F) और MRSA के स्थखलाि महत्वपूणव िीवाणुरोधी 

गबतबवबध का प्रििवि बकया। इसके अबतररि, 50 µg/mL AgNPs की सांद्रता पर P. aeruginosa में 80% 

से अबधक िायोबिल्म अवरोध िेखा गया। यह िोध िुलवभ समुद्री एस्थक्टिोिैक्टीररया को पृर्क कर, उिके 

िैव सबक्रय यौबगको ंकी खोि कर, एएमआर और िायोबिल्म-संिंबधत संक्रमणो ंका मुकािला करिे के 

बलए एक महत्वपूणव योगिाि िेता है। EMB25 और Streptomyces EMB24 का पता लगािा और उिके 

िैव सबक्रय यौबगको ंकी पहचाि िई बचबकत्सीय रणिीबतयो ंको प्रसु्तत करती है िो िवा-प्रबतरोधी 

रोगििको ंऔर िायोबिल्म-संिंबधत संक्रमणो ंका समाधाि प्रिाि करती हैं। हररत संशे्लबर्त AgNPs की 

एंटीमाइक्रोबियल गबतबवबध इस िोध की महत्वपूणव क्षमता को वैकस्थिक एंटीमाइक्रोबियल उपचार 

बवकबसत करिे में रेखांबकत करती है। 
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