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RESUMEN

El efecto “Raman” describe las vibraciones que experimentan los enlaces cuando son
expuestos a una fuente de excitacién luminica. Cada molécula expresa un patrén de
movimiento Unico, por lo que la deteccién de esa sefal podria emplearse en la
identificacion de compuestos quimicos. Para amplificar esa sefial y evitar su
solapamiento por otros fendmenos de luminiscencia, se emplea la técnica SERS
(“Surface Enhanced Raman Spectroscopy”), basada en la intensificacion del campo
electromagnético que se produce cuando se situa el analito sobre una superficie
metdlica nanoestructurada. Al tratarse de una técnica de alta sensibilidad vy
selectividad superficial, se podria emplear para identificar marcadores de infeccién en
diferentes tipos de muestra. La caracterizacidon de las bacterias supone una gran
ventaja a la hora de instaurar un tratamiento antimicrobiano, ya que es posible
detectar mecanismos de resistencia a los antibidticos.

Palabras clave: SERS, substrato, genoserogrupos, mecanismos de resistencia, y
antigenos de superficie.

INTRODUCCION

La materia, dependiendo de su naturaleza, puede provocar distintas dispersiones de la
luz cuando se le incide una fuente de excitacidon luminica. Esto se debe a que ese
campo energético oscilante deforma la nube electrénica que rodea el nucleo de la
molécula, e irradie ondas electromagnéticas de distinta naturaleza (1).

Fig. 1: (a) Esparcimiento Rayleigh. La luz verde (caracterizada por A1) incide sobre
la molécula y se re-direcciona internamente de manera aleatoria en todas
direcciones.) (b) En un esparcimiento Raman incide una longitud de onda A1y se
emiten otras longitudes de onda A2 y A3. (1)

Al incidir una luz monocromatica, el foton perturba la molécula y esta sufre una

transicidn electrénica. Las moléculas pasan a un estado energético virtual inestable, y
después regresan a un estado energético inferior, desprendiendo un fotén. Durante el
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proceso, se produce una transferencia de energia vibracional, y se detecta una

radiacion secundaria de emisién mayor o menor energia que la primaria. La frecuencia

del fotén liberado depende del salto energético que haya sufrido la molécula.

Por lo tanto, cuando un fotén interactia con una molécula, se puede producir dos
tipos de dispersiones:

Dispersion eldstica o esparcimiento de Rayleigh, donde el fotén emitido tiene
la misma longitud de onda (frecuencia y energia) que el fotén incidente. El haz
de luz produce un movimiento en la nube de electrones que hace que irradien
ondas electromagnéticas con la misma frecuencia de forma aleatoria en todas
las direcciones.

Dispersion ineldstica o esparcimiento de “Raman”. En este punto, la radiacién
luminica incidente produce transiciones energéticas que provocan vibraciones
moleculares y posterior dispersion de la luz. Cuando la energia de la radiacidn
dispersada es menor que la incidente, el fotdn ha cedido energia a la molécula
y se produce la dispersion de Stokes. En el caso contrario, el foton obtiene
energia de la molécula y la energia de la radiacidn dispersada es mayor que la
incidente, que se denomina dispersion anti-Stokes.

Energy T
A Virtual energy
level x T
e = -AEE =
AE; =hv, WE, = -hvgi AE, =hvy, -h(v,-v) i AE;=hv, -hiv,+v.)
————p e o e > » »
lst excited IR A
vibrational state AE_=hv,
Ground state Y i - . A
Rayleigh Stokes anti-Stokes
scattering scattering scattering

Fig.

2: Diagrama energético de las tres formas de dispersion de la radiacion

electromagnética. La molécula alcanza nivel de energia inferior al estado electrénico

estacionario excitado, liberando un foton secundario de los tres tipos (2).

El efecto Raman fue descubierto en 1928 por el Prof. Chandrasekhara Venkata Raman,

del cua

| recibié un Premio Nobel de Fisica en 1930. Este efecto se basa en la dispersién

ineldstica de la luz por la materia. Cuando una radiacidn electromagnética del espectro
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visible incide sobre una molécula, pasa de un estado virtual no estacionario, a un
estado vibracional excitado cuando desprende un fotdn.

La deteccion e interpretacidon de esta sefial en un compuesto, permite identificar de
qué especie quimica se trata y como su estructura se ve afectada al entorno quimico
que lo rodea, puesto que la informacién vibracional de los enlaces quimicos es
especifica para cada molécula.

El problema recae en que la intensidad de la seiial es bastante débil, y esto se debe a
que solo una pequefia fraccidon de los fotones incididos llega a ser dispersada por el
efecto Raman. Este hecho hace que la sefial se pueda ocultar por otros fendmenos
que ocurren al incidir una fuente de luz sobre un compuesto quimico, como la
fluorescencia. En este punto, la molécula absorbe completamente el fotdn incidente,
pasando a un estado electrénico excitado, y cuando regresa a su estado electrdnico
basal, re-emite la radiacién a una longitud de onda superior a la incidente (1)

La intensificacion de la sefial Raman es necesaria para evitar su solapamiento con otras
sefiales, y de esta forma utilizarla como herramienta para la identificacion de patrones
moleculares dentro de una muestra problema.

Esta amplificacion se produce, por una parte, al utilizar el ldser como fuente de
excitacion luminica, ya que proporciona una luz intensa, monocromadtica y coherente,
pero con ello también aumenta la emisién de fluorescencia y no soluciona el problema
del solapamiento.

La intensificacion éptima de la seiial, en seis drdenes de magnitud, se produce por el
efecto SERS (“Surface Enhancement Raman Spectroscopy”). En este fendmeno, los

espectros Raman se intensifican cuando las moléculas se encuentran situadas en las
proximidades de ciertas superficies metdlicas rugosas nanoestructuradas. Para que
lleve a cabo, habra que tener en cuenta los siguientes factores:

e El tipo de metal empleado, donde las particulas coloidales de metales nobles
(sobre todo Ag) dan lugar a espectros mas intensos.

e La morfologia de la superficie, que requiere presentar irregularidades para
amplificar la sefal.

e La naturaleza de la molécula analizada, donde compuestos aromaticos dan
espectros mas intensos, mientras que el del agua es muy poco apreciable. Esto
permite el andlisis de disoluciones acuosas porque el espectro del agua no va a
interferir en la sefal de los componentes disueltos en la misma.

e Variables experimentales tales como; la concentracion del sustrato analizado,
y la longitud de onda de la emisidn laser, entre otros.
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Las nanoparticulas metalicas suspendidas en un medio o coloide se han convertido en
los substratos SERS mas empleados, debido a que la agregacién parcial de
nanoparticulas da lugar a intensas sefales SERS, sobre todo en el espacio remanente
entre ellas (“hot spots”). Aqui se aprecia la maxima amplificacion del campo
electromagnético. (4)

En la SERS se produce dos mecanismos fundamentales que dan lugar a la amplificacién
de la sefial; la intensificacion del campo electromagnético y la transferencia de carga.
Estos mecanismos se fundamentan en principios totalmente distintos, pero pueden
actuar de forma conjunta o por separado, dependiendo de las condiciones
establecidas en el ensayo. (3)

u=oaEg

e u=momento dipolar

a EO inducido
Mecanismo CT\ Mecanismo EM e a= polarizabilidad de
Quimico, RR Fisico la molécula

e E=intensidad del
campo eléctrico

El mecanismo electromagnético explica como el metal amplifica la radiacion, la cual se
concentra en la superficie de nanoparticulas estructuradas, que presentan
irregularidades en la misma. La intensificacion de la radiacion proviene de la excitacién
de los plasmones de superficie localizados, que aparecen dentro de las alteraciones
morfoldgicas del metal. La concentracién de la luz se produce, preferentemente, en los
vértices de metales nobles (Au, Ag...).

La transferencia de carga describe como el fotdn incidente produce la transferencia de
un electréon, desde el metal al adsorbato, o viceversa, y que depende de Ia
polarizabilidad de la molécula. Aqui, se establece resonancia entre el estado
fundamental del complejo superficial y los nuevos estados electrénicos cuando se
produce la transferencia de carga. (4)

Para que ocurra este fendmeno, hay que tener en cuenta la naturaleza del adsorbato y
del metal. Las moléculas que contienen electrones 1 en su estructura, como las
aromaticas, es mas probable que se impliquen en la transferencia de carga. Ademas, la
morfologia de la superficie metélica contribuye al mecanismo de transferencia, ya que
tiene lugar en puntos que existan rugosidades superficiales a escala atémica.
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La SERS se considera un método que permite la deteccion estructural de moléculas en
concentraciones traza, e incluso la deteccién de moléculas aisladas (single-molecule-
detection). (3)

OBJETIVOS

El propdsito de este trabajo es identificar las aplicaciones de la técnica espectroscépica
SERS (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) como herramienta para |Ia
caracterizacion de microorganismos patégenos. De esta forma, se podria emplear en
el diagnodstico precoz de enfermedades infecciosas, y asi seleccionar el tratamiento
Optimo.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo consiste en una revision bibliogréfica, que utiliza como fuente de
informacién “Google Académico” y “PubMed”. De estos buscadores, se seleccionaron
tesis doctorales que pudieran explicar; el fundamento tedrico del efecto Raman, vy la
intensificacion de esta sefial en superficies de nanoparticulas metalicas.

Para cumplir con el objetivo de este estudio, se llevé a cabo una criba de articulos
cientificos a partir de los buscadores, y se rechazaron aquellos publicados hace mds de
quince afios. De esta forma se obtuvo un nimero considerable y se analizaron dos
articulos de ellos en profundidad, que desarrollan un ensayo de identificacién de
bacterias patdgenas, utilizando como herramienta analitica la espectroscopia SERS.
Cada articulo describe el método de caracterizacion de un solo microorganismo, los
cuales son de interés tanto en clinica (Mycobacterium tuberculosis) como en industria
alimentaria (Listeria monocytogenes).

RESULTADO Y DISCUSION

Listeria monocytogenes

El primer proyecto de investigacion se centra en la identificacion de Listeria
monocytogenes. Se trata de un microorganismo que actla como parasito intracelular
facultativo, y que entra en el hospedador a través de los intestinos por consumo de
alimentos contaminados. Una vez dentro, la infeccién puede diseminarse por la sangre
e invadir el sistema nervioso central, produciendo un cuadro de meningitis y
septicemia, ademas de aumentar el riesgo de abortos en embarazadas.
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La listeriosis se puede presentar como epidemias o en forma de casos esporadicos, y es
de caracter oportunista, que afecta sobre todo a mujeres embarazadas, recién
nacidos, ancianos, e inmunocomprometidos. Al tratarse de una infeccién transmitida
por alimentos, supone un problema para las empresas alimentarias para controlar la
presencia del patégeno en las plantas de procesado.

L. monocytogenes, por tanto, es un organismo prioritario en los planes de analisis de
peligros y puntos de control criticos en industria alimentaria, asi como en los planes de
prevencion de enfermedades de las instituciones sanitarias. (5)

Este estudio propone un método para demostrar que SERS puede lograr diferenciar
distintas cepas pertenecientes a la misma especie, no solo las que pertenecen a
distintos genoserogrupos, sino aquellas dentro de un mismo genoserogrupo.

En el primer caso, se puede identificar observando las variaciones en cuanto a la
presencia de ciertos antigenos de superficie, mientras que en el segundo caso, se
procederia a identificar proteinas funcionales en la envoltura de la célula bacteriana,
como:

e CadAly CadA2: proteinas de resistencia a Cd**
e BcrB y BerC: proteinas de resistencia a cloruro de benzalconio (BC)

Las cepas que presentaran resistencia a Cd** y BC podia deberse a la presencia del
plasmido pLM80 en su material genético, ya que contiene los genes cadA2 y bcrABC.
Sin embargo, el gen cadA1l se encontraba en los serotipos con el transposén Tn5422.
Las proteinas CadA son Cd**-ATPasas pertenecientes a la subfamilia P1g-ATPasas, las
cuales permiten la detoxificacidn de la bacteria por metales(4).

Por ultimo, las proteinas Bcr pertenecen a la familia de las proteinas SMR (Small
Multidrug Resistance), que presentan un sistema de bombeo dependiente de
protones. Es importante identificar este mecanismo de resistencia, puesto que el
cloruro de benzalconio se emplea ampliamente en la desinfeccidn de plantas
industriales alimentarias (4).

La caracterizacién de cepas dentro de una misma especie, permite explicar la
capacidad que tienen para contaminar alimentos, desinfectantes, y si son nocivas para
la especie humana. Es importante identificar la cepa desencadenante de la listeriosis
para poder seleccionar el tratamiento adecuado, ya que algunas presentan proteinas
implicadas en mecanismos de resistencia a antibidticos.

Se llevd a cabo la sintesis de un sustrato bimetalico compuesto por Ag y Au, que
serviria como amplificador de la senal Raman.

Para ello, se utilizaron unos discos de plata (@ = 10 mm, H = 5 mm) mecanicamente
pulidos con suspensiones de Al,Os. Las particulas de o6xido que pudieran estar
adsorbidas en la superficie, se retiraron con una solucién de etanol al 70% asistida por
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sonicacion. Para aumentar la rugosidad de los discos, se sometieron a ciclos de éxido-
reduccion en una celda electroquimica, utilizando una solucién de KCI 0,1M, vy
posteriormente fueron lavados con agua ultrapura Millipore®.

Para depositar nanoestructuras de Au en la superficie rugosa, los discos se
sumergieron en una solucion de HAuCl; 0,4mM en HCIO4 0,1 M dentro de una celda
electroquimica, y se aplicd un potencial de 5mV durante 200s. Una vez obtenido el
sustrato del ensayo, se lavé con agua ultrapura, y se colocé en una desecadora.

La morfologia de la superficie metalica se observé mediante microscopia SEM (4).

Las cepas patron de L.monocytogenes provienen del Departamento de Microbiologia
Aplicada de la Universidad de Varsovia, que se utilizardn como punto de referencia
para caracterizar las cepas presentes en alimentos.

Estos microorganismos se aislaron a partir de brdcoli, ensaladas, carne de cerdo, y
alimentos procesados, como salmén ahumado, que provienen de distintas empresas
alimentarias.

Las cepas resistentes se obtuvieron al sembrarlas en un medio de agar Mueller Hinton
(MH), enriquecido con un 5% de sangre equina, y que contiene una solucién de cloruro
de benzalconio (10ug/l) y cloruro de cadmio (75 ug/l). Los microorganismos se
incubaron a 37°C durante 24h, y una vez formadas las UFC, se inoculd una colonia
aislada en una solucién de NaCl 0,9% para obtener una solucién pura de células viables
gue pudieran utilizarse en ensayos de caracterizacién.

Una vez identificadas las cepas resistentes, se procedid al serotipado mediante PCR,
siguiendo el procedimiento descrito por el Laboratorio de Referencia de L.
monocytogenes de la Unidn Europea (ANSES). De esta forma, se pudieron identificar la
presencia de genes que codificaran para proteinas de resistencia (bcrABC, cadAl y
cadA2) (4).

El andlisis de los espectros se lleva a cabo por un método estadistico de andlisis del
componente principal (PCA), el cual aumenta la sensibilidad para diferenciar los
distintos espectros. Este analisis se realiza en toda la regidn del espectro que abarca
desde 500 a 1630cm™.

Para proceder a realizar el andlisis por PCA, se compararon los espectros de cepas
pertenecientes a distintos serogrupos, siguiendo el siguiente protocolo:

e El grupo control, formado por tres cepas de tres genoserogrupos distintos, los
cuales no presentaban genes de resistencia.

e Dos cepas de distintos genoserogrupos que contenia, en su genoma, el gen
cadAl.

e Dos cepas de distintos genoserogrupos que expresaban el gen de resistencia
cadA2.
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e Dos cepas de distintos genoserogrupos, que contenian los genes de resistencia

cadA2 y bcrABC.

e Tres cepas pertenecientes al mismo genoserogrupo; cepa 02/07 del grupo

control, cepa 16/09 con el gen cadA2, y cepa 01/07 con genes de resistencia

para cloruro de benzalconio y Cd**.

Bacteria Culture: SERS platform preparation:

Samples preparation for measurements:

. " |
\

Centrifugation /@ %% 2

(2 . oL MRS
\ 02/07 2042/03 475/05 e
&') . I3 o~ - )
> \ 4 L)
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Legend:
W MHHB medium
Silver disc SERS platform
w»  Gold nanostructures
Listerio monocytogenes

Sample in 0,9% NaCl

SERS measurements:

Figura 3: Esquema del ensayo para obtencion de los espectros de las distintas
cepas para el PCA. Los serogrupos al que pertenece cada cepa se idéntica por

colores (grupo lla negro, grupo lic amarillo, y grupo IVb rosa) (4)

Para observar, si la expresion de genes de resistencia a cadmio, modificaban los

espectros, se realizd una comparacién via PCA de las cepas pertenecientes al

genoserogrupo IVb cuando se cultivaban en dos medios distintos:

e Medio 1: Siembra en medio agar MH-sangre equina de las cepas; 02/07

(control), 16/09 (gen cadA2), y 82/04 (gen cadAl).

e Medio2: Siembra en medio agar MH-sangre equina suplementado con una

., 2 . . .
solucién de cloruro de Cd** de las cepas que contuvieran un gen de resistencia.

El uso del sustrato bimetdlico ha demostrado tener la capacidad de detectar analitos a

muy baja concentracidn. Al utilizar esos dos metales, se beneficiaron de la alta

estabilidad quimica del Au y la capacidad de potenciar la sefial Raman de la Ag.

El sustrato activo SERS empleado ha conseguido una amplificacion uniforme de la seial,

donde se ha obtenido datos espectrales estables y reproducibles.

Las cepas pertenecientes al género Listeria, se diferencian en cuanto a la variacion de

los determinantes antigénicos presentes en la superficie de la célula. Estas se pueden

identificar mediante serotipado de los antigenos O y H, de los cuales se obtienen 13

serotipos distintos con distinta virulencia. Se ha observado que el 98% de la cepas
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aisladas en muestras de paciente con listeriosis, pertenecen a los serotipos 1, 2a, 1/2a,
1/2b, 1/2cy 4b, donde el serotipo 1/2a es prevalente en intoxicacion por alimentos.
Los serotipos que presentaban una composicidén antigénica superficial muy similar, se
agrupaban en un mismo genoserogrupo (4).

Se procedié a realizar un analisis de los espectros de los grupos control, constituido por
las cepas 02/07, 475/05, y 2082/03. Es importante destacar que estas no presentaban
genes que codificaran para proteinas de resistencia:

®  02/07 ® 2082/03 A 475/05
- m S T
= 959 1033 1216 1403 1449
< Jea v1004, 1112 1581
>
= 650 1031
@ 30°%8 %6003, 1081 12102
c 62 - 1580
g S
c 73
035
500 700 900 1100 1300 1500

Raman shift (cm?)

Figura 4: Espectros de grupos control obtenidos por espectroscopia SERS en
substrato bimetdlico Au-Ag. Se empled, como fuente de excitacion luminica,
un ldser de 0,5mW a una longitud de onda de 785nm (4).

Los picos presentes a 730cm™ y 1330cm™ corresponden a la adenina que forma parte
del dinucledtido FAD. La bandaa 957cm™ puede describir la deformacién del doble
enlace C=C o el estiramiento del enlace C-N, mientras que, el estiramiento del enlace
C-C de los fosfolipidos, corresponde al pico de 1033cm™. La banda a 1448cm™ se
puede asociar con la deformacién del enlace CH2, y a 1580cm™ describe el
estiramiento de los enlaces de anillo aromatico en la estructura de flavina y adenina
(4).

Las diferencias entre los espectros se describen a continuacién:

e Lacepa 02/07 presenta una banda a 1112cm™, que corresponde con el
estiramiento del enlace C-O-C de los carbohidratos, y es inexistente en los otros
espectros. Los picos a 780cm™, 1380cm™, y 1403 cm™ son practicamente
inexistentes si se comparan con las otras dos cepas.

-11-
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e Para 2082/03, se aumenta la intensidad de la sefial en la regién 530-570 cm™, y
los picos 650 ecm™, 960 cm™, y 1080 em™.

e Lacepa475/05 expresa una banda adicional a 822 cm™ y 1508 cm™, ademds de
aumentar la intensidad de los picos a 1400 cm'ly 1455 cm™.

Los resultados obtenidos en la PCA afirman que, las bandas 730, 1004, 1278, 1400, y
1450 cm™, son significativas para diferenciar la composicion de antigenos de superficie
entre las distintas cepas. Estas bandas son intensas debido a; la vibracion del
estiramiento del enlace C-C en la fenilalanina (1004 cm™), el estiramiento del enlace C-
N (730 cm™) y amida (1280 cm™) de la adenina perteneciente a FAD, y la deformacidn
del CH, (1400 cm™y 1450 cm™).

La banda de 730 cm™ puede corresponder también con la adenina perteneciente a
dinucledtido NAD. Tanto NAD y FAD intervienen en el proceso de respiracién celular
llevado a cabo en la membrana celular de la bacteria, por lo que demuestra que existe
interaccidn entre substrato metdlico y la pared/membrana celular. Cabe destacar que,
la formacion de metabolitos de degradacidon de purinas, pueden interferir en la
intensidad de esa sefial en esa banda.

Por ultimo, las bandas restantes corresponden con los modos vibracionales de las
proteinas, y que tienen la mayor contribucidn en la diferenciacion de los espectros por
PCA.

Este ensayo también realizé el analisis comparativo, por PCA, de la cepa control 02/07
con una cepa que contiene el gen cadA2 (16/09), y otra los genes cadA2 y bcrABC
(01/07). Este método propone una forma de poder comparar cepas que pertenecen a
un Mismo genoserogrupo.

® 16/09 @ 02/07 A 01/07
1403
25 1008 1250 1332
o | 735 1280,
s g
> |~
>
n 959 1449
2 1219 1403
Q v1004’ 1112
—
£ 743 1401
960 1031 1383
625 655 780 + 1003, 1100 i 1557
T T T T T T T T ¥ T ¥
500 700 900 1100 1300 1500

Raman shift (cm™)

Figura 5: Espectro de las cepas pertenecientes al genoserogrupo IVb. Se
obtienen mediante SERS utilizando un sustrato bimetdlico Ag-Au, y Se
emplea un ldser de 0,5mW de potencia como fuente de excitacion luminica

(4).
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A partir de estos resultados, es posible distinguir, con precision, la cepa que presenta
el gen de resistencia para cloruro de benzalconio. En la cepa 01/07, disminuye la
intensidad del pico a 730 cm™, e incrementa los picos en 1008 cm™, 1250 cm™, 1403
cm™, y 1583 cm™. Aunque los espectros de las cepas restantes son muy similares, la
clave esta en la presencia de un pico a 753 cm™t en la cepa 02/07, a diferencia de la
16/09.

Finalmente, se disefid un ensayo que permitiera ver si la expresidon de los genes de
resistencia cadA, modificaba el espectro SERS. Para ello, se cultivaron las cepas 16/09
(gen cadA2) y 82/04 (gen cadAl) en un medio agar MH-sangre equina contaminado
con una solucién de CdCl, (75ug/ml). Para poder comparar esa expresion de genes con
una cepa control, se obtuvo el espectro de 02/07 a partir de un cultivo en el mismo
medio sin contaminar. Todas estas cepas pertenecen al genoserogrupo 1Vb.
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Figura 6: Espectro de las cepas del genoserogrupo IVb. Las
cepas resistentes se cultivaron en un medio contaminado con
Cd”. La material instrumental coincide con los ensayos
anteriores (4).

Estas condiciones experimentales demuestran que, existen diferencias apreciables
entre los espectros cuando se expresa del gen cadAl. Se observa un aumento de la
intensidad de las bandas a 1221 cm™, 1453 cm™, y 1583 cm™ en el espectro de la cepa
82/04. El pico a 1221 cm™ corresponde con las proteinas presentes en la membrana
celular y en el citosol, y el pico a 1453 cm™ también corresponde con una banda
proteica, concretamente al doblamiento de los enlaces C-H de proteinas estructurales.
Por dltimo, el pico a 1583 cm™ se debe al doblamiento del enlace C=C dentro de la
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estructura de la fenilalanina, un aminoacido crucial para la formacién de proteinas
bacterianas.

La expresidn de los genes cadA se induce cuando la bacteria se encuentra en un medio
contaminado por metales, como Cd**, Zn**, Pb*, y Bi**, donde el principal inductor es
cadmio. Esto se debe a que la Cd**-ATPasa puede llevar a cabo su actividad, como
bomba de efluxion, utilizando el Cd** como sustrato de la reaccion (4).

La caracterizacion de las cepas pertenecientes a la especie L. monocytogenes, se ha
logrado mediante espectroscopia SERS y aplicando un analisis comparativo por PCA.
Las sefales obtenidas por el espectrofotometro se deben a los componentes
antigénicos de la membrana celular, y es posible detectar las variaciones en su
superficie, las cuales permiten agrupar a los serotipos dentro de un genoserogrupo.
Esta técnica logré distinguir las cepas dentro de un mismo genoserogrupo, ya que era
posible detectar esas proteinas de resistencia. Como se situaban en la superficie de la
membrana, no se requeria aplicar una técnica de extraccion de estos marcadores (4).

Mycobacterium tuberculosis

El agente etioldgico de la tuberculosis se caracteriza por ser una bacteria dcido-alcohol
resistente debido al alto contenido de lipidos de la pared celular. Este hecho impide
gue los colorantes utilizados en la tincién de Gram, penetren a través de la pared, por
lo que es necesario emplear colorantes especiales. Una vez tefidas, no se decoloran
con una mezcla de alcohol y acido.

Estas micobacterias son capaces de sobrevivir durante meses en la superficie de
objetos inanimados, y son mas resistentes a los acidos, alcalis, y desinfectantes que el
resto de bacterias no formadoras de esporas. Sobreviven a la desecaciéon y a la
congelacion, pero la luz UV las inactiva (8).

Para frenar la cadena de transmisién del patégeno, es crucial el diagndstico precoz del
mismo, y de esta forma se consigue instaurar el tratamiento éptimo para el paciente.
El protocolo de deteccion del microorganismo empleado en paises endémicos seria
observar al microscopio de células viables en el esputo del paciente, y realizar un
cultivo de las mismas. Esta técnica presenta baja sensibilidad y especificidad, debido a
gue no consigue distinguir al agente etiolégico del resto de microorganismos que
pueden dar lugar a esta sintomatologia clinica, ademds de requerir largos periodos de
incubacion.

Para este ensayo, se propuso aumentar la sensibilidad de la prueba diagndstica,
identificando marcadores especificos de este patdgeno, como son los acidos micélicos
(MA). Se tratan de 4acidos grasos de cadena larga presentes en el género
Mycobacterium, que se consideran de interés diagndstico debido a sus caracteristicas;
se encuentran en abundancia, son estables, inertes, y especificos de las micobacterias.
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Las células humanas no sintetizan MA, por lo que se pueden identificar en distintas
muestras humanas.

Estos antigenos se clasifican en tres grandes grupos; a-MA (AMA), metoxi-MA (MMA),
y ceto-MA (KMA). Se diferencian por la longitud de la cadena alifatica y la presencia de
grupos funcionales, y segun los tipos MA presentes en la capsula, se pueden clasificar a
las especies dentro de un mismo género. El antigeno mayoritario en M. tuberculosis
es el a-MA, y metoxi-MA esta presente en las cepas patdgenas. (6)

Este estudio emplea la espectroscopia SERS como herramienta bioanalitica, debido a
la capacidad de incrementar la informacién vibracional de los enlaces quimicos, que es
especifica para cada molécula.

Se adquiere el espectro de muestras sintéticas de MA, que se adsorben en la superficie
de un sustrato de silicio, recubierto de nanoparticulas de Ag. Una vez obtenido el
espectro, se detecta la presencia de estos antigenos en muestras deslipidadas y no
deslipidadas de M.tuberculosis y otras bacterias del género Mycobacterium spp. Este
método se puede realizar directamente a partir de la bacteria atenuada por radiacién
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Y, sin tener que extraer el antigeno con disolventes. Para ello se utilizé el ~°"Cs como

fuente de energia ionizante.

El proceso de delipidacién se llevd a cabo a partir de la cepa H37Rv de M. tuberculosis,
que fue incubada a 40°C/overnight en una solucién de metanol-cloroformo (2:1 v/v).
De esta forma, se logra inactivar las bacterias y hacer una extraccion parcial de la
fraccion lipidica.

Una vez incubada y lavada con agua, un volumen de la muestra se somete a
ultracentrifugacion (14000rpm) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después, se retira la fase organica, y para reducir la tension idnica causada por
fosfolipidos y acidos grasos, la muestra sufre un segundo ciclo de deslipidacién con
cloroformo en las mismas condiciones de agitacion y temperatura. De este proceso, se
guarda la interfase de la muestra donde albergan las bacterias deslipidadas (6). A partir
de estas, se extraen los MA siguiendo el protocolo Dluhy (7).

La superficie del substrato metalico se elabora a partir de SFg y O,, utilizando un
grabador de plasma de acoplamiento inductivo. Controlando el tiempo de grabado y el
espesor del éxido de Si, se logré obtener una superficie rugosa con una distribucion
uniforme. Finalmente, se cubre esta superficie con una capa de Ag de 150nm de
espesor, empleando un sistema de evaporacién E-Beam.

De las muestras sintéticas de AMA, MMA, y KMA, se obtuvieron los siguientes
espectros SERS, que se tomaron como referencia para identificar los MA de varias
muestras.
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Figura 7: Espectro SERS de los tres tipos de dcidos

micdlicos puros (6).

KMA presenta un patrén de bandas que difieren de los otros tipos de MA. Los picos de
mayor intensidad se observan a 713, 801, 854, 1006, 1132, 1235, 11276, 1338, 1452,
1561, 1589, y 1629 cm™. Estos picos corresponden con los movimientos vibracionales

de los enlaces presentes en el antigeno de superficie, que se describen en la siguiente

tabla:

SERS signal (em™)

Band assighment

713
854857
932, 964
1,003-1,006
I, 128-1,132
1,159

1,235

1,258

1,354
1,385-1,388
1,445, 1,452
1,561, 1,572
1,589

1,598
1,629-1,632

(CH,) in-phase rocking

4[{CCO) in-phase stretching mode
{’.{:H3) rocking

+(CCO) out-of-phase stretching mode
(C—-C) stretch

(C—C) stretch

(COH) bending mode

(COH) bending mode

(CH,) wagging

Symmetric (COO") vibration
(CH,) bend

(C=C) stretch

(C=0) stretch; (C=C) stretch
(C=0) stretch; (C=C) stretch
(C=N) vibration; amide

Tabla 1: Clasificacién del comportamiento de los enlaces

cuando se someten a excitacion luminica (6)

En el caso de AMA y MMA, los picos de mayor intensidad se observaron a 760, 808,
838, 857, 932, 964, 1003, 1139, 1159, 1258, 1376, 1493, 1598, y 1632 cm™. Debido a
que el perfil espectral de estos dos antigenos es muy similar, los resultados se
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sometieron a un tratamiento estadistico por quimiometria, complementado con un
analisis por PCA. De esta forma lograron establecer las diferencias existentes entre los
dos espectros, con una precisién del 90%.

Ademas, se realizé un ensayo para poder identificar los componentes antigénicos de
tres tipos de muestras de la cepa H37Rv; muestra deslipidada-MA (DL-MA), muestra
no deslipidada (UDL-MA), y muestra de la bacteria completa atenuada (WB-MTB). La
primera consiste en un extracto puro que contiene MA unido, por enlace covalente, a
la pared bacteriana. Sin embargo, la muestra UDL-MA constituye un extracto mas
simple, que ademas contiene fosfolipidos de membrana y MA de interaccidn débil con
la pared.
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7

DL-MA

800 1,000 1,200 1,400 1,600
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Figura 8: Espectros SERS de los tres tipos de muestra preparadas
en el laboratorio (6)

Se identificaron unos picos de mayor intensidad, en la muestra DL-MA, a 857, 932, 964,
1003, 1032, 1073, 1128, 1160, 1207, 1235, 1258, 1348, 1385, 1445, 1572, 1598, y
1632cm™. La muestra UDL-MA, a diferencia de la anterior, mostraba picos de
intensidad a 1061, 1131, 1231, 1261, 1441, 1492, 1580, y 1630 cm™ y carecia de los
picos que describian la deformacion del enlace —CH2. Los momentos vibracionales de
los enlaces se describen en la Tabla 1.

Los datos espectrales de las muestras compartian algunos picos de intensidad
correspondientes a los antigenos puros, y para verificar la presencia de estos antigenos
en las muestras, se analizaron los extractos por espectrofotometria de masas.
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Figura 9: Grdfico circular de los datos obtenidos por espectrofotometria
de masas. Se indica la proporcion de los tres antigenos en cada tipo de
muestra. (6)

El componente antigénico mayoritario corresponde con AMA, que es principal MA de
la especie estudiada. El antigeno MMA se expresa en menor cantidad, por lo que
cabria esperar que esta cepa no resultara ser patégena. Estos ratios se podrian
emplear como indicadores de patogenicidad.

Finalmente se obtuvo el espectro de la bacteria completa, sin aplicar un método que
comprometiera a la integridad de la membrana. En la figura 8, se observan picos de
intensidad a 714, 857, 918, 1000, 1025, 1130, 1141, 1231, 1245, 1314, 1343, 1450,
1585, y 1636 cm™. Se pudo apreciar que las bandas espectrales eran mds amplias, y
esto debia a que, todos los componentes lipidicos de la pared, contribuian en la sefial
detectada por el espectrofotdmetro (6).

Este método ha demostrado que tiene la capacidad de caracterizar el antigeno
especifico de las micobacterias. Se podria emplear como técnica analitica en la
deteccion de M.tuberculosis, directamente de una muestra de esputo y sin tener que
llevar a cabo un tratamiento de la muestra.
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CONCLUSIONES

La técnica SERS ha demostrado ser un método preciso para identificar y caracterizar
patégenos, ya que logra identificar antigenos de superficie implicados en los
mecanismos de patogenicidad y de resistencia a distintos bactericidas. Esto es
importante en la determinaciéon de los serotipos de L.monocytogenes, puesto que
existen cepas resistentes a cloruro de benzalconio, que es un desinfectante de amplio
uso en industria alimentaria. En este caso, seria conveniente proponer otro sistema de
descontaminacion de superficies, ya que es un patégeno que se transmite en los
alimentos.

Las muestras infectadas por M. tuberculosis, no requerian de un tratamiento previo
para llevar a cabo el analisis por SERS, sino que se podia analizar, directamente, el
esputo de un paciente. Esto se debe a que los antigenos son exclusivos de las
micobacterias, por lo que se pueden diferenciar del resto de sefiales pertenecientes a
otros compuestos de la muestra. Por tanto, la técnica seria una alternativa
prometedora para el diagndstico de la tuberculosis en paises en vias de desarrollo,
donde la enfermedad es endémica, ya que consiste en un método sencillo y de bajo
coste.

Cabe destacar que, en determinadas situaciones, cuando los espectros de dos
compuestos son similares, se requiere un tratamiento estadistico adicional para poder
establecer diferencias significativas entre ambos.
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