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Resumen- La espectroscopia Raman intensificada por
efecto de superficie (SERS) de materiales nanoestruc-
turados es una técnica ultrasensible que permite alcan-
zar niveles de deteccion extremadamente bajos en la
determinacion de diferentes analitos. En este estudio
se logré identificar cualitativamente la bacteria E. coli,
utilizando plataformas nanoestructuradas de plata, me-
diante la técnica SERS. Las plataformas nanoestructu-
radas de plata (AgNP) fueron fabricadas por la técnica
de grabado mediante iones reactivos con posterior de-
posicion de una capa metalica de plata. Las bacterias
fueron preparadas en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C
por 4 horas. De este cultivo de bacterias 5 uL fueron
depositados sobre la superficie de las AgNP, dejandose
secar por 30 min. Posteriormente, el sistema AgNP-bac-
teria fue analizado mediante espectroscopia Raman.
La identificacion de la banda Raman a 731 nm tipica
de la E. coli sobre las AgNP permitio identificar cuali-
tativamente la bacteria, lo que brinda la posibilidad de
utilizar las plataformas como potenciales biosensores
ultrasensibles de bacterias nosocomiales en ambientes
intrahospitalarios.

Palabras clave- Plataformas nanoestructuradas de
plata, SERS, bacteria, nanotecnologia.

Abstract- Surface enhanced Raman spectroscopy
(SERS) of nanostructured materials is a powerful techni-
que that allows to reach ultrahigh levels of detection of

several analytes. In the present study it was possible to
identify the bacteria E. coli by using a novel nanostructu-
red platform based on silver-capped nanopillars (AgNP)
and SERS technique. AgNPs were fabricated by ion reac-
tive etching and deposition of silver layers. The bacteria
culture were prepared in Luria-Bertani (LB) medium at
37° by 4 hours. 5 pL of the bacteria were deposited on
top of the surface of AgNPs and let it dry for 30 minutes.
Subsequently the AgNP-bacteria system was analysed
by Raman spectroscopy. A typical band of E. coli at 731
cm-1 was identified and this Raman vibration was used
as a marker peak to detect the bacteria. Finally the no-
vel AgNP could be used as a potential biosensor to de-
tect nosocomial bacteria in intra-hospital environments.

Keywords— Silver nanostructured platforms, SERS, bac-
teria, nanotechnology.

1. INTRODUCCION

Una de las motivaciones para la fabricacion de
sustratos nanoestructurados de metales nobles
soportados sobre superficies sélidas es la difi-
cultad que presentan algunos coloides de nano-
particulas (NP) de oro y plata en la obtencion de
espectros SERS [1]. Esta dificultad radica princi-
palmente en la tendencia a la aglomeracion de
las NP metalicas luego de su interacciéon con el
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analito, lo que conlleva la obtencion de espectros
SERS poco reproducibles, con presencia de ruido y
dificiles de interpretar.

Existen diferentes técnicas quimicas y fisicas para
la fabricacion de nanoestructuras metélicas so-
portadas sobre superficies sélidas. Entre las mas
utilizadas se encuentran: evaporacion al vacio,
deposicion electroquimica, pulverizacion catédica
(sputtering) y plateo electroquimico [2-4]. Otra al-
ternativa la constituyen los métodos basados en
la nanoimpresion de metales sobre superficies de
silicio, técnica conocida como nanolitografia. Re-
cientemente el grupo de Boisen y colaboradores
desarroll6 una metodologia para la fabricacién de
plataformas de sustratos nanoestructurados de
oro y plata sobre nanopilares de silicio, utilizando
la técnica de grabado mediante iones reactivos
(RIE) [5]. Estos nanopilares de oro y plata (AuNP
o AgNP) han sido utilizados con gran éxito para la
deteccion de biomoléculas como la vasopresina y
el acido félico [6]. El principio por el cual ocurre el
aumento en la intensificacion de las senales Ra-
man de diferentes tipos de biomoléculas se ilustra
en le Fig. 1C. Basicamente luego de la evapora-
cion del solvente las moléculas del analito se de-
positan en el medio de las cabezas del metal (Ag)
de las plataformas alineandose de tal forma que
dan lugar a la creacion de “hot spots” con el con-
secuente aumento en el campo electromagnético
y la intensificacion de la sefal Raman.

La aparicién de microorganismos multiresistentes
ha llevado no solo al desarrollo de nuevos farma-
cos que los combatan, sino a la creacién de herra-
mientas y mecanismos que permitan su deteccion
temprana, ya que muchas de estas cepas son al-
tamente virulentas y la gravedad de las afecciones
que causan depende en gran medida del tiempo
que se tarda en realizar un diagnédstico acertado
[7]. En la Gltima década, con todo el desarrollo en
el area de la nanotecnologia, se ha logrado obte-
ner notables resultados en la deteccion de agentes
patdégenos empleando técnicas espectroscopicas,
siendo este un método versatil y robusto para el
tratamiento de diferentes matrices [8].

Una de las investigaciones mas relevantes fue
propuesta en 2014 por Zhou y cols [9] en la que
emplean SERS para la deteccion de la cepa E. coli
DMS 498/1116/5695 y S. epidermidis 61741 en
muestras de agua potable, usando NP de plata;

estas AgNPs fueron sintetizadas previamente y se
adhirieron a la pared celular de la bacteria permi-
tiendo la intensificacion de las senales Raman. La
intensidad de la senal Raman depende en gran
medida del potencial de las NP y de la membrana
bacteriana que interaccionan electrostaticamente.
El método implementado permitié el analisis de
muestras (AgNPs-Bacteria) en un volumen de 1
mL, tiempo de analisis de 10 minutos, alcanzando
un limite de deteccion de 2.5x10? células/mL. Este
estudio demostro la selectividad y sensibilidad de
la técnica SERS para la deteccion de estas dos bac-
terias, el cual puede ser extendido al desarrollo de
otros biosensores.

En este mismo ano, Graham y cols desarrollaron
un método para la determinacién y cuantificacion
simultanea de tres bacterias patégenas causantes
de meningitis empleando SERS. El ensayo cuanti-
tativo para la deteccion de Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influen-
zae requirié la hibridacion simultanea de dos he-
bras de ADN complementario (una que contenia el
cromoéforo activo SERS) a la secuencia objetivo, se-
guida de la digestion de una cadena doble de ADN
por accion de la A-exonucleasa para la posterior
deteccion SERS del producto de la digestion para
cada patogeno de forma individual. Se obtuvieron
resultados consistentes para la deteccion de me-
ningitis bacteriana causada por estas tres bacte-
rias, con limites de deteccion para S. pneumoniae
fue igual a 99.5 pM; N. meningitiis fue igual a 45.3
pMYy para H. influenzae fue igual a 21.7 pM. Pese a
que la deteccion de estas bacterias en una mezcla
es compleja, Ser recomienda realizar estudios de
las caracteristicas espectrales de las senales SERS
combinada con una regresion de minimos cuadra-
dos parciales [10].

Este trabajo presenta la identificacion de la bac-
teria E. coli a través de la espectroscopia SERS
mediante el uso de plataformas basadas en na-
noestructuras de plata. Para conseguir esta iden-
tificacion se estudi6 el espectro SERS de la E. coli
mediante el analisis y asignacion de las principa-
les vibraciones caracteristicas. Esta informacion
es fundamental para identificar la huella digital
de E. coli convirtiendo a las AgNP en potenciales
sistemas de deteccion para analisis rapido y con-
fiable de poblaciones de bacterias nosocomiales
presentes en ambientes intrahospitalarios. Esta
es una importante problematica que afecta al ano
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aproximadamente 7 millones de pacientes en pai-
ses desarrollados [11]. La estadistica en paises en
vias de desarrollo estima una prevalencia de casos
que varia entre 5% y 19% de los pacientes hospita-
lizados, en Colombia, el Ministerio de Salud reporté
entre los anos 1996 al 2000 un porcentaje de in-
fecciones nosocomiales entre el 2,31% al 2,55 %
del total de pacientes hospitalizados [12].

2. METODOLOGIA

2.1 Fabricacion de las plataformas
nanoestructuradas de plata

Las AgNP fueron fabricadas en el departamento
de Micro y Nanotecnologia de la Universidad Téc-
nica de Dinamarca [6]. Inicialmente un cd de silicio
fue sometido a un proceso de grabado mediante
iones reactivos (RIE, por sus siglas en inglés) para
la obtencién de pilares de un tamano aproximado
de 200 nm. Posteriormente, mediante un trata-
miento con plasma se removieron los subproduc-
tos del proceso RIE y finalmente se deposité una
capa metalica de plata por medio de deposicion
de vapor por haz de electrones. Las dimensiones
de los AgNP fueron de 600 nm de alturay 50 nm
de ancho como se aprecia en la Fig. 1. Las AgNP
fueron almacenadas en un desecador para evitar
problemas de oxidacion.

2.2 Preparacion de los cultivos de E. coli

Las bacterias se prepararon como se describe
brevemente: E. coli cepa toplOF (Invitrogen) se
cultivé en medio Luria Bertini a 37 °C hasta ob-
tener una D.O. de 0.5 a 600 nm. Posteriormente,
un mililitro de bacterias fue mezclada con 3 ml de
Buffer Salino Fosfato (pH 7,4). Subsecuentemen-
te, se realizaron tres lavados por centrifugacion de
10 min a 5800 rpm. El pellet obtenido se volvié
a suspender en 500 mL de Buffer Salino Fosfato
quedando listo para la medicién por SERS.

2.3 Obtencion de espectros SERS de E. coli

Se depositaron 10 mL de solucién con la bac-
teria, donde la solucion de E. coli fue esparcida
sobre el area total del chip de AgNP (5x5 mm?)
para asegurar homogenizaciéon de la muestra
sobre la superficie y lograr el tiempo suficien-
te de adsorcion e interaccion de la bacteria
con la plata, y evitar problemas de desorcion.
Luego, se dejé evaporar por aproximadamente
30 minutos a temperatura ambiente. Antes de
la toma del espectro SERS las AgNP fueron cui-
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dadosamente lavadas con un buffer fosfato 10
mM pH 7.0 para remover las bacterias que no
se adsorbieron. La senal del espectro Raman
fue medida en un area aproximada de 0.05
mm? utilizando un laser de 785 nm a una po-
tencia de 0.5 mW. Todas las mediciones SERS
se realizaron en un microscopio Raman Horiba
Scientific LabRam HR Evolution en un rango de
nimeros de onda entre 50-4000 cm™.

3. RESULTADOS
3.1 Espectro SERS del acido folico

La espectroscopia SERS es una técnica que al
combinar la espectroscopia laser con las propie-
dades opticas de las nanoestructuras metalicas
permite obtener un incremento de la senal Raman
proveniente de diferentes tipos de biomoléculas y
microorganismos [13]. A pesar de que existen nu-
merosos reportes sobre la determinacion de bac-
terias utilizando la técnica SERS mediante el uso
de nanoparticulas de metales nobles en solucion
[14], en la literatura revisada no encontramos pu-
blicaciones que reporten el uso de plataformas na-
noestructuradas soélidas de plata para deteccion de
E. coli. La determinacién de bacterias patégenas es
de vital importancia para la salud publica, debido a
que cada dia es necesaria la blsqueda de nuevos
sistemas de deteccion con diagnédsticos oportunos
que permitan obtener una respuesta rapida y con-
fiable de un analito en particular.

Con el proposito de evaluar el funcionamiento de
las AgNP preparadas en este trabajo, se determi-
nd el espectro SERS de un compuesto conocido y
caracterizado anteriormente, este compuesto fue
el acido félico (AF). En la Fig. 2 se puede apreciar
el espectro SERS del AF depositado sobre la su-
perficie de la AgNP y como se observa la mayoria
de senales Raman coinciden con las senales ob-
tenidas en trabajos anteriores [5]. Tipicamente las
vibraciones representativas del AF se encuentran
en 1569, 1513, 962 y 684 cm™ las cuales corres-
ponden a modos de vibracion de tipo balanceo,
estiramientos, y aleteo de los grupos NH,, C-N,
CH, y O-H de la estructura del AF, respectivamen-
te. La Fig. 3B muestra el espectro SERS en ausen-
cia del AF

3.2 Espectro SERS de E. coli

Posteriormente y luego de comprobar el funcio-
namiento de las AgNP se adquirié el espectro
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SERS de una solucion conteniendo la bacteria E.
coli. En la Fig. 3A se indican las senales Raman
de las vibraciones mas probables y que estan re-
lacionadas con la presencia de la bacteria. Con
el objetivo de determinar la homogeneidad de la
superficie de AgNP se midié un espectro Raman
control en ausencia de muestra para comprobar
que las senales son exclusivamente provenientes
de la bacteria Fig.3B.

La Fig. 3C muestra la intensidad de la senal Raman
a 731 cm? en ausencia y en presencia de la solu-
cion de E. coli. De lo anterior se puede deducir que
la superficie del sustrato SERS es totalmente ho-
mogénea y la lnica senal Raman que se presenta
es debido al silicio que hace parte de la estructura
de las AgNP. Por lo tanto se puede confirmar que
las senales Raman son debidas a los diferentes
modos de vibracidon presentados por los grupos
funcionales que hacen parte de la estructura mo-
lecular de la bacteria. Un andlisis mas detallado de
los principales modos de vibracion se puede apre-
ciar en la tabla I. A modo de experimento control
se aprecia el espectro SERS del medio de cultivo
sobre los nanopilares de plata Fig.3D.

3.3 Modos de vibracion representativos de
E. coli

De especial interés se encuentra el modo de vibra-
cién del anillo de la glucosa a 731 cm™ que per-
tenece a los peptidoglucanos de la pared celular
bacteriana, los cuales son ricos en N-acetil-D-glu-
cosamina (NAG). En estudios similares este modo
de vibracion es utilizado como huella digital para
la determinacion e identificacion de E. coli [ 7,14].
Otros modos de vibracion importantes presentes
en el espectro SERS estan relacionados con la pre-
sencia de lipidos y acidos nucleicos presentes en
la estructura de E. coli [15]. Por ejemplo la senal

Raman a 1451 cm™ esta relacionada con el modo
de vibracion tipo estiramiento simétrico del grupo
CH, presente en las proteinas. Por otro lado, la se-
fal a 1608 cm™ indica un modo de vibracién tipo
estiramiento de los anillos de adenina y guanina
presentes en los acidos nucleicos. La senal a 1000
cm™ corresponde a un modo de vibracion de tipo
estiramiento atribuido a la difenilalanina presente
en la parte hidrofébica de la membrana celular.

El incremento de las senales Raman de la solu-
cion de E. coli se puede explicar mediante el si-
guiente mecanismo. En primer lugar, luego de la
evaporacion del agua, que hace parte de la solu-
cion de las bacterias, estas se acomodan en los
espacios inter-nanopilares de Ag. Posteriormen-
te, producto de la presencia de las bacterias y su
interaccion con el laser incidente, los pilares se
alinean entre si creando de este modo hot spots
(zonas de aumento de campo electromagnético)
que incrementan la intensidad de la senal Raman.
Este mismo efecto ha sido utilizado para explicar
el efecto SERS en otros estudios, utilizando sus-
tratos diferentes [3, 7, 16-19].

Finalmente, con el concepto de prueba del siste-
ma se evidencia el uso potencial de las AGNP como
posibles biosensores espectroscopicos para la de-
teccion cualitativa de bacterias presentes en am-
bientes hospitalarios, mediante la interpretacion
de su espectro Raman a través de la identificacion
de su huella digital a 731 cm™ principalmente.

CONCLUSIONES

Se logro la identificacion cualitativa de una mues-
tra de la bacteria E. coli por medio del efecto in-
tensificado por superficie de la senal Raman sobre
nanoplataformas de plata. El pico marcador Ra-
man se identifico en 731 cm™ senal perteneciente

ASIGNACION DE LOS MODOS DE VIBRACION RAMAN DE LA BACTERIA E. COLI

Senal Raman (cm™?) Modo de vibracion
1608 Estiramiento anillo de adenina y guanina
1567 Tijereteo de -NH, de las proteinas
1451 Deformacion de -CH, de las proteinas
1332 Vibracion en el plano =CH de los lipidos
1000 Estiramiento del anillo de la difenilalanina
731 Estiramiento y deformacion del anillo de la glucosa

Fuente: Los autores
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Fig. 1. PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO BASICO DE LAS PLATAFORMAS NANOESTRUCTURADAS DE PLATA; A) PROCESO DE DEPOSICION Y EVAPORACION
DE LA MUESTRA Y SU RESPECTIVO ESPECTRO SERS; B) IMAGEN DE MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM) DE LA MUESTRA ANTES Y DESPUES
DE SER DEPOSITADA EN LA AgNP; C) ESQUEMA DE LA INTENSIFICACION DE LA SENAL MEDIANTE LA FORMACION DE HOT SPOTS

Fuente: Los autores

Fig. 2. ESPECTRO SERS DEL ACIDO FOLICO SOBRE LA SUPERFICIE DE AgNPS
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Fig. 3. A) ESPECTRO SERS DE LA E. COLI; B) ESPECTRO SERS DE LAS AgNP EN AUSENCIA DE E. COLI; C) INTENSIDAD DE LA SENAL RAMAN A 731 cm*
DE AgNP EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE E. coli; D) ESPECTRO SERS DEL MEDIO DE CULTIVO LURIA BERTINI
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a un modo de vibraciéon de tipo estiramiento del
anillo de la glucosa. De esta manera las AgNP se
convierten en potenciales herramientas analiticas
para deteccion e identificacion de diferentes tipos
de microorganismos.
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