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Abstract 

Developing a rapid and accurate diagnostic method for bacterial infections and their 

differentiation from viral infections remains a critical challenge and needs immediate attention. 

Bacterial and viral infections have overlapping symptoms that often confuse viral infections 

with bacterial infections, and patients are prescribed antibiotics without performing the 

standard diagnostic protocol, leading to unnecessary consumption. Misuse and overuse of 

antimicrobials are the significant drivers behind antimicrobial resistance development. The 

traditional diagnostic method for infection is a microbiological culture, which can take more 

than 48 hours to produce results, posing a significant challenge in managing critically ill 

patients. Hence, there is an invoking need for a rapid, accurate, and sensitive point-of-care test 

that can differentiate between bacterial and viral infections.  

Blood cells have been explored as a non-invasive source of biomarkers for detecting infection. 

White blood cells are one of the early responders to infection, and their surface protein 

expression varies depending on the type of infection. For instance, type 1 interferons are rapidly 

induced in viral infections, activating the innate and adaptive immune cells. Similarly, IFN-γ 

is crucial for inducing an immune response against bacterial infections. Myeloid cells, 

particularly neutrophils and monocytes, express surface proteins crucial for their response 

against bacterial and viral infections. 

In this work, I have developed two assays, one for detecting bacterial infections and the other 

for differentiation between bacterial and viral infections. For the first case, a rapid, sensitive, 

and easily deployable microfluidic device called mCytoCounter has been developed to detect 

bovine mastitis using milk samples. Mastitis is a bacterial infection characterized by an 

increase in the somatic cells in milk. Somatic cells mainly comprise leukocytes, and their 
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number is elevated in the case of mastitis. mCytoCounter consists of a microfluidic cartridge 

to capture and enrich the somatic cells on a membrane and an optical reader to quantify these 

cells and produce results on the screen that are easily readable by the users with a turnaround 

time of 20 minutes. 

In the work's second part, CD64 and CD169 biomarkers expressed on leukocytes have been 

explored to develop an assay for distinguishing bacterial from viral infections. CD64 

expression amplifies in bacterial infection and is an established biomarker for sepsis. CD64 is 

used in combination with CD169, which is a specific biomarker for viral infection. An assay 

for rapid and accurate quantification of these markers is developed and integrated into a 

microfluidic device called ABxSure. Along with these biomarkers, total white blood cells are 

also quantified in ABxSure to provide an all-in-one infection diagnosis system. ABxSure 

consists of a microfluidic cartridge for sample processing and a device with an in-built optical 

reader for liquid maneuvering. The blood cells are lysed and labeled with fluorophore-

conjugated antibodies to quantify CD64 and CD169 and a nucleic acid binding fluorescence 

dye for total leukocyte count.  

The central focus of this thesis work has been to develop biological assays and systems that are 

rapid, easy to use, and more accessible in low-resource settings. Available somatic cell counters 

are bulky and expensive, and their incorporation into local dairy farms is challenging. 

mCytoCounter will provide an economical and easily deployable setup for monitoring mastitis 

to prevent the overuse of antibiotics and provide the required treatment to dairy animals. 

ABxSure is a device that has the capability to differentiate bacterial from viral infections. This 

preliminary test can ensure that patients receive antibiotics only when required, thereby 

controlling overprescription and, eventually, antimicrobial resistance. 
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सार 

बैक्टीरिया (जीवाणु) के संक्रमण  ंके लिए एक तीव्र औि सटीक नैदालनक लवलि लवकलसत किना औि उन्हें 

वायिि (लवषाणु) संक्रमण  ंसे अिग किना एक महत्वपूणण चुनौती बनी हुई है, लजस पि तत्काि ध्यान देने 

की आवश्यकता है। बैक्टीरिया औि वायिि संक्रमण  ंके िक्षण आपस में लमिते-जुिते (overlapping) 

ह ते हैं, लजसके कािण अक्सि वायिि संक्रमण क  बैक्टीरिया का संक्रमण समझ लिया जाता है। इसके 

परिणामस्वरूप, मानक नैदालनक प्र ट कॉि (standard diagnostic protocol) का पािन लकए लबना ही 

ि लगय  ंक  एंटीबाय लटक दवाएं दे दी जाती हैं, लजससे उनका अनावश्यक सेवन बढ़ता है। ि गाणुि िी 

दवाओ ं (antimicrobials) का दुरुपय ग औि अत्यलिक उपय ग, ि गाणुि िी प्रलति ि (antimicrobial 

resistance) के लवकलसत ह ने के पीछे प्रमुख कािण हैं। संक्रमण की पहचान की पािंपरिक नैदालनक लवलि 

'माइक्र बाय िॉलजकि कल्चि' है, लजसके परिणाम आने में 48 घंटे से अलिक का समय िग सकता है। 

यह गंभीि रूप से बीमाि ि लगय  ंके इिाज औि प्रबंिन में एक बडी चुनौती पेश किता है। इसलिए, एक 

तीव्र, सटीक औि संवेदनशीि 'पॉइंट-ऑफ-केयि' (point-of-care) पिीक्षण की अत्यलिक आवश्यकता 

है ज  बैक्टीरिया औि वायिि संक्रमण  ंके बीच स्पष्ट रूप से अंति कि सके। 

िक्त क लशकाओ ं(blood cells) का उपय ग संक्रमण की पहचान के लिए बाय माकण ि (biomarkers) के 

एक गैि-आक्रामक (non-invasive) स्र त के रूप में लकया गया है। शे्वत िक्त क लशकाएं (white blood 

cells) संक्रमण के प्रलत शुरुआती प्रलतलक्रया देने वािी क लशकाओ ंमें से एक हैं, औि उनकी सतह पि 

प्र टीन की अलभव्यक्तक्त (expression) संक्रमण के प्रकाि के आिाि पि लभन्न ह ती है। उदाहिण के लिए, 

वायिि संक्रमण  ं में टाइप 1 इंटिफेिॉन (type 1 interferons) तेजी से सलक्रय ह ते हैं, ज  जन्मजात 

(innate) औि अनुकूिन य ग्य (adaptive) प्रलतिक्षा क लशकाओ ं क  पे्ररित किते हैं। इसी प्रकाि, 
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बैक्टीरिया के संक्रमण के लवरुद्ध प्रलतिक्षा प्रलतलक्रया उत्पन्न किने में 'IFN-γ' की महत्वपूणण भूलमका ह ती 

है। मायिॉइड क लशकाएं (myeloid cells), लवशेष रूप से नू्यटर  लफि औि म न साइट्स, ऐसी सतही 

प्र टीन (surface proteins) व्यक्त किती हैं ज  बैक्टीरिया औि वायिि संक्रमण  ं के लवरुद्ध उनकी 

प्रलतलक्रया के लिए अतं्यत महत्वपूणण हैं। 

इस श ि कायण में, मैंने द  एसे (assays) लवकलसत लकए हैं, एक बैक्टीरियि संक्रमण  ंका पता िगाने के 

लिए औि दूसिा बैक्टीरियि एवं वायिि संक्रमण  ंके बीच अंति किने के लिए। पहिे मामिे के लिए, दूि 

के नमून  ं का उपय ग किके ब वाइन मैस्टाइलटस (bovine mastitis) का पता िगाने के लिए 

mCytoCounter नामक एक तीव्र, संवेदनशीि औि सुगमता से तैनात (deployable) लकए जाने य ग्य 

माइक्र फु्लइलडक उपकिण लवकलसत लकया गया है। मैस्टाइलटस एक बैक्टीरियि संक्रमण है लजसकी 

पहचान दूि में स मैलटक क लशकाओ ं (somatic cells) की वृक्तद्ध से ह ती है। स मैलटक क लशकाओ ंमें 

मुख्य रूप से लू्यक साइट्स (leukocytes) ह ते हैं, औि मैस्टाइलटस की क्तथिलत में उनकी संख्या बढ़ जाती 

है। mCytoCounter में एक लझल्ली (membrane) पि स मैलटक क लशकाओ ं क  कैप्चि औि समृद्ध 

(enrich) किने के लिए एक माइक्र फु्लइलडक कालटर णज औि इन क लशकाओ ंकी गणना (quantify) किने 

के लिए एक ऑलिकि िीडि ह ता है, ज  स्क्रीन पि ऐसे परिणाम प्रदलशणत किता है लजन्हें उपय गकताण 

आसानी से पढ़ सकते हैं; इसकी पूिी प्रलक्रया (turnaround time) मात्र 20 लमनट की है। 

इस कायण के दूसिे भाग में, लू्यक साइट्स (leukocytes) पि व्यक्त ह ने वािे CD64 औि CD169 

बाय माकण ि के माध्यम से बैक्टीरियि औि वायिि संक्रमण  ंके बीच अंति किने के लिए एक 'एसे' (assay) 

लवकलसत किने का अने्वषण लकया गया है। बैक्टीरियि संक्रमण में CD64 की अलभव्यक्तक्त (expression) 

बढ़ जाती है औि यह सेक्तिस (sepsis) के लिए एक थिालपत बाय माकण ि है। CD64 का उपय ग CD169 

के साि लकया जाता है, ज  वायिि संक्रमण के लिए एक लवलशष्ट बाय माकण ि है। इन माकण ि  ंके तीव्र औि 

सटीक मात्रा लनिाणिण (quantification) के लिए एक 'एसे' लवकलसत लकया गया है औि इसे ABxSure 



IX 

 

नामक माइक्र फु्लइलडक उपकिण में एकीकृत (integrate) लकया गया है। इन बाय माकण ि के साि-साि, 

'ऑि-इन-वन' संक्रमण लनदान प्रणािी प्रदान किने के लिए ABxSure में कुि शे्वत िक्त क लशकाओ ं(total 

white blood cells) की गणना भी की जाती है। ABxSure में नमूना प्रसंस्किण (sample processing) के 

लिए एक माइक्र फु्लइलडक कालटर णज औि तिि संचािन (liquid maneuvering) के लिए एक इन-लबल्ट 

ऑलिकि िीडि वािा उपकिण शालमि है। िक्त क लशकाओ ंक  अपघलटत (lysed) लकया जाता है औि 

CD64 एवं CD169 की गणना के लिए फ्ल ि फ ि-संयुक्तित एंटीबॉडी (fluorophore-conjugated 

antibodies) के साि, तिा कुि लू्यक साइट गणना के लिए एक नू्यक्तिक एलसड बाइंलडंग फ्ल ि सेंस डाई 

(nucleic acid binding fluorescence dye) के साि िेबि (label) लकया जाता है। 

स श ि कायण का मुख्य कें द्र उन जैलवक पिीक्षण  ं(biological assays) औि प्रणालिय  ंक  लवकलसत किना 

िहा है ज  तीव्र, उपय ग में आसान औि कम संसािन वािे के्षत्र  ं(low-resource settings) में अलिक सुिभ 

ह ।ं वतणमान में उपिब्ध 'स मैलटक सेि काउंटसण' भािी औि महंगे हैं, औि थिानीय डेयिी फामों में उनका 

समावेशन चुनौतीपूणण है। mCytoCounter मैस्टाइलटस की लनगिानी के लिए एक लकफायती औि आसानी 

से तैनात (deployable) किने य ग्य व्यवथिा प्रदान किेगा तालक एंटीबाय लटक दवाओ ं के अत्यलिक 

उपय ग क  ि का जा सके औि डेयिी पशुओ ंक  आवश्यक उपचाि प्रदान लकया जा सके। ABxSure एक 

ऐसा उपकिण है लजसमें बैक्टीरियि औि वायिि संक्रमण  ं के बीच अंति किने की क्षमता है। यह 

प्रािंलभक पिीक्षण यह सुलनलित कि सकता है लक ि लगय  ं क  केवि आवश्यकता पडने पि ही 

एंटीबाय लटक दवाएं लमिें, लजससे दवाओ ंके अत्यलिक नुसे्ख (overprescription) औि अंततः  ि गाणुि िी 

प्रलति ि (antimicrobial resistance) क  लनयंलत्रत लकया जा सके। 
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