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ABSTRACT 

 

Bloodstream bacterial infections also known as bacteremia are associated with the release of 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) like lipopolysaccharides (LPS) and lipoteichoic 

acids (LTA). These bacterial endotoxins can trigger an innate immune response in critically-ill 

patients via the signal-transducing toll-like receptors (TLRs), and cause life threatening conditions 

like sepsis. We have developed affordable and sensitive in vitro bioassays that not only give us 

fundamental insights into the mode, stoichiometry and kinetics of LPS-TLR interactions but also 

allow us to screen ligands and design novel point-of-care (POC) technologies that have high 

clinical utility. To begin with, we have replicated the TLR4 pathway, active during the 

pathogenesis of Gram-negative bacterial sepsis, into a single tube reaction to study the in vitro 

complexation of recombinant TLR4 (rTLR4) with LPS in the presence of myeloid differentiation-

2 (MD2) and cluster of differentiation-14 (CD14) co-receptors in their free (membrane unbound) 

form. Our results showed that rTLR4-MD2-LPS follow a 1:1:1 stoichiometry and CD14 plays a 

crucial catalytic role in the complexation process. A bis-biguanide antibacterial agent called 

alexidine was screened using our assay and it showed good LPS sequestration potential. To 

understand the nature of this binding, we used NMR, fluorescence and SPR spectroscopy which 

revealed that LPS and alexidine molecules have a mid-to-high binding affinity (KD = 38 ± 5.6 µM) 

and a relative stoichiometry that lies between 1:2 to 1:4. These results were supported by 

computational studies performed in collaboration with Prof. Hemant Kashyap’s group in Dept. of 

Chemistry at IITD. In the end, we developed a simple, rapid and low-cost POC assay in a flow 

through format called Septiflo-P for early detection of Gram-positive bacteria in a single drop of 

blood plasma under 10 min. The principle of the assay involved receptor-less immobilization of 

LTA on an affinity membrane and its amplification using monoclonal antibody-conjugated gold 
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nanoprobes. The colorimetric response of the assay was detectable in the clinical range down to 1 

pg/mL by the naked eye. The assay was benchmarked against a commercial ELISA and was also 

clinically validated on 60 patient samples using procalcitonin (PCT) as a host biomarker for sepsis. 

Further comparison with PCR on 30 clinical samples showed > 90% accuracy, establishing the 

immense potential of our technology for faster and more cost-effective diagnosis of bacteraemia. 
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सार 

रक्तप्रवाहित जीवाण ुसंक्रमण हजसे बैक्टीररयोहमया के रूप में भी जाना जाता ि,ै हिपोपोिीसेकेराइड्स (LPS) और हिपोतेइकॉइक 

एहसड (LTA) जैसे रोगज़नक़ से जडेु आणहवक पैटनन (PAMPs) के मकु्त करने से जडुा िुआ ि।ै ये जीवाण ुएंडोटॉहक्संस गभंीर 

रूप से बीमार रोहगयों में हसग्नि-ट्ांसडेहसंग टोि-जैसे ररसेप्टसन (TLR) के माध्यम से जन्मजात प्रहतरक्षा प्रहतहक्रया को हट्गर कर 

सकते िैं, और सेहप्सस जैसी जीवन की गभंीर की हथिहत पदैा कर सकते िैं। िमने सथती और संवेदनशीि इन-हवट्ो बायोएसेज को 

हवकहसत हकया ि ैजो न केवि िमें LPS-TLR इटंरैक्शन के मोड, थटोइकोमटे्ी और कैनेटीक्स में मौहिक अंतर्दनहि प्रदान करता 

ि,ै बहकक िमें थक्रीन हिगैंड और हडजाइन नॉवेि प्वाइटं-ऑफ-केयर (POC) प्रौद्योहगहकयों की भी अनमुान दतेा ि ैजो उच्च िैं 

नैदाहनक उपयोहगता। शरुू करने के हिए, िमने TLR4 मागन को दोिराया ि,ै जो ग्राम-नकारात्मक जीवाण ुसेहप्सस के रोगजनन के 

दौरान सहक्रय ि,ै एक एकि ट्यबू प्रहतहक्रया में पनुः संयोजक TLR4 (rTLR4) के इन हवट्ो पररसर में अध्ययन करने के हिए 

LPS के साि माइिॉयड हवभेदन -2 की उपहथिहत में  (MD2) और समिू हवभेदन -14 (CD14) के क्िथटर अपने मकु्त 

(हिकिी अनबाउंड) रूप में सि-ग्रािी पाए जाते ि ै। िमारे पररणामों से पता चिा हक rTLR4-MD2-LPS एक  1: 1: 1 

थटोइकोमटे्ी और CD14 का पािन करता ि ैजो हक प्रहक्रया में एक मित्वपणून उत्प्ररेक भहूमका हनभाता ि।ै एिेहक्सहसहडन नामक 

एक बीआईएस-हबगआुनाइड जीवाणरुोधी एजेंट को िमारे परख का उपयोग करके जांचा गया िा और इसमें LPS सीसेथटे्शन की 

अच्छी क्षमता िी। इस बंधन की प्रकृहत को समिने के हिए, िमने एनएमआर, प्रहतदीहि और एसपीआर थपेक्ट्ोथकोपी का इथतेमाि 

हकया, हजसमें पता चिा हक LPS और एिेहक्सडाइन अणओु ंमें एक मध्य मजबतू बंधन संबंध ि ै(KD = 38 ± 5.6 µM) 

और एक सापके्ष थटोइकोमेट्ी जो 1: 2 के बीच हथित ि ैसे 1: 4 तक। ये पररणाम IITD में रसायन हवज्ञान हवभाग में प्रो। िमेतं 

कश्यप के समिू के सियोग से हकए गए कम्पप्यटेूशनि अध्ययन द्वारा समहिनत िे। अंत में, िमने 10 हमनट के तित रक्त प्िाज्मा की 

एक बूंद में ग्राम पॉहजहटव बैक्टीररया के शरुुआती सांद्रता पता िगाने के हिए सेहप्टफ्िो-पी नामक प्रारूप के माध्यम से एक प्रवाि 
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में एक सरि, तेजी से और कम िागत वािी POC परख हवकहसत की। परख का हसद्ांत एक एहफहनटी हिकिी पर LTA के 

ररसेप्टर-कम हथिरीकरण में शाहमि ि ैऔर मोनोक्िोनि एंटीबॉडी-संयहुग्मत सोने के नैनोकणों का उपयोग करके इसके प्रवधनन। परख 

की वणनहमहत प्रहतहक्रया नैदाहनक सीमा में 1 pg/mL तक नग्न आंखों द्वारा पता िगाने योग्य िी। परख को एक वाहणहज्यक एहिसा 

के हखिाफ बेंचमाकन  हकया गया िा और सेहप्सस के हिए मेजबान बायोमाकन र के रूप में प्रोक्िेहसटोहनन (PCT) का उपयोग करके 

60 मरीज के नमनूों पर नैदाहनक रूप से मान्य हकया गया िा। 30 नैदाहनक नमनूों पर पीसीआर के साि आगे की तुिना ने हदखाया 

> 90% सटीकता, बैक्टीररयोहमया के तेजी से और अहधक िागत प्रभावी हनदान के हिए िमारी तकनीक िमारी तकनीक उपयोगी 

साहबत िुई और शोध की अपर सम्पभावनाय ेि।ै 
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