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ABSTRACT 

The relentless rise of infectious diseases, the global threat of antimicrobial 

resistance (AMR), and the continuous emergence of viral variants have created 

an urgent demand for rapid, ultrasensitive, and cost-effective diagnostic 

technologies. Traditional diagnostic tools, while effective, often fall short in 

sensitivity, speed, and adaptability, especially in resource-limited settings. In 

this context, Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) has emerged as a 

transformative analytical technique, capable of detecting molecular signatures 

at ultralow concentrations with high specificity and rapid turnaround times. This 

thesis presents a comprehensive development of next-generation SERS-based 

platforms by combining advanced nanofabrication, innovative substrate 

engineering, and cutting-edge machine learning algorithms. These platforms 

target the detection and differentiation of bacterial, viral, and parasitic 

pathogens, offering powerful solutions that bridge the critical gap between 

laboratory research and real-world clinical applications. 

Firstly, we present the fabrication of a novel paper-based SERS substrate by 

integrating zigzag silver nanorods (AgNRs) onto simple office paper via the 

glancing angle deposition (GLAD) method. The porous and fibrous architecture 

of the paper provides an intrinsically high surface area and roughness, which, 

combined with the unique two-armed zigzag morphology of AgNRs, generates 

dense plasmonic hotspots, amplifying Raman signals significantly. This 

cellulose-AgNR hybrid substrate offers critical advantages, including flexibility, 
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biodegradability, and low manufacturing costs, addressing key limitations of 

conventional rigid substrates. Application of the platform to the detection of 

nosocomial infection-causing bacteria — Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli, and Staphylococcus aureus — demonstrated an impressive limit of detection 

(LOD) of 102 copies/mL. Notably, the SERS intensity recorded on the paper-

based substrate was approximately ten-fold higher than that observed on 

conventional glass-based substrates. Furthermore, a clear spectral 

differentiation between Gram-positive and Gram-negative bacteria was achieved, 

highlighting the platform’s diagnostic potential for broad-spectrum bacterial 

identification. 

Building on this foundation, we expanded the utility of AgNR-based SERS 

platforms toward viral detection, focusing specifically on the differentiation of 

SARS-CoV-2 variants and co-variants. Pristine AgNR substrates fabricated via 

GLAD were employed for the sensitive detection and strain-level differentiation 

of clinically relevant variants, including Wild type, Kappa, Delta, and Omicron 

strains, and Omicron sub-variants BA.1, BA.2, BA.5, and XBB. However, the 

highly similar genetic and biochemical profiles of these variants posed significant 

challenges for traditional SERS analysis. To overcome this, machine learning 

(ML) algorithms were integrated with SERS data to extract subtle spectral 

variations beyond human discernment. Support Vector Machine (SVM) and 

Bidirectional Long Short-Term Memory (BiLSTM) models were trained on SERS 

spectra obtained from 122 positive nasopharyngeal swab (NPS) samples, 

previously confirmed by next-generation sequencing (NGS). The SVM classifier 
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achieved a variant classification accuracy of 89% on the validation set, 

outperforming the BiLSTM model, which achieved 86%. When tested on an 

independent blind set, SVM and BiLSTM achieved accuracy of 75% and 70.09%, 

respectively. Moreover, for subvariants classification among Omicron strain, the 

SVM model achieved a remarkable 96% accuracy. These results demonstrate 

that coupling SERS with ML substantially enhances the resolution and precision 

of variant detection, offering a promising pathway for real-time epidemiological 

surveillance. 

In parallel, recognizing the importance of rapid antimicrobial susceptibility 

testing (AST), we developed a novel bimetallic SERS substrate composed of gold 

nanoislands decorated onto silver nanorods (AuNI@AgNR), again fabricated 

using GLAD and thermal deposition. The addition of gold nanoislands not only 

enhanced the stability of the substrate against oxidation but also significantly 

improved plasmonic coupling, resulting in greater electromagnetic field 

enhancement. The AuNI@AgNR substrate enabled the detection of bacterial 

pathogens at ultra-low concentrations down to 1 CFU/mL, both in single and 

mixed bacterial cultures. The platform effectively distinguished between Gram-

positive and Gram-negative bacteria and was used to determine the minimum 

inhibitory concentrations (MICs) for various bacterial strains in a rapid manner. 

Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) further allowed clear 

classification between antibiotic-susceptible and resistant strains, underscoring 

the substrate’s utility for rapid AMR profiling. Importantly, the ability to 

differentiate and monitor bacterial populations in polymicrobial infections 
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represents a major advancement toward real-world, point-of-care (POC) 

applications. 

Lastly, to address the burden of parasitic infections, a portable SERS platform 

was developed for malaria detection in blood samples, exploiting the 

paramagnetic properties of hemozoin — a crystalline byproduct unique to the 

malaria parasite. Using AgNR substrates fabricated via GLAD, an external 

magnetic field of 0.3 T was applied during Raman measurements, resulting in a 

remarkable tenfold enhancement of the SERS signal intensity compared to non-

magnetized measurements. This magnetic assistance allowed an unprecedented 

LOD of 10-14 M (approximately 6 parasites/µL), vastly surpassing conventional 

detection limits. Through systematic dilution studies, it was demonstrated that 

hemozoin signals dominated the SERS spectra as hemoglobin-associated peaks 

diminished, validating the preferential localization of hemozoin at 

electromagnetic hotspots under magnetic influence. Principal component 

analysis (PCA) of SERS spectra from healthy and malaria-positive whole blood 

and plasma samples revealed distinct clustering, demonstrating the reliability 

and robustness of this method. Notably, magnetized and non-magnetized 

malaria-positive samples occupied separate regions in PCA space, highlighting 

the significant impact of magnetic field enhancement on detection fidelity. 

Overall, this thesis demonstrates the immense potential of integrating advanced 

nanomaterials, SERS techniques, and machine learning algorithms to establish 

powerful, flexible, and sensitive platforms for the detection of bacterial, viral, and 
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parasitic pathogens. The developed strategies not only push the boundaries of 

sensitivity and specificity but also pave the way toward real-world applications 

in clinical diagnostics, epidemic surveillance, and antimicrobial stewardship. 

Future directions of this work involve the translation of these platforms into fully 

integrated portable devices, further improving accessibility, affordability, and 

applicability in resource-limited settings. 
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सार 

संक्रामक रोगो ंकी निरंतर बढ़ती घटिाएँ, एंटीमाइक्रोनबयल रेऩिस्टेंस (AMR) का वैनिक खतरा, और 

लगातार उभरते िए वायरल वेररएंट्स िे तीव्र, अनत-संवेदिशील तथा नकफायती डायग्नोस्टस्टक तकिीको ं

की तत्काल आवश्यकता उत्पन्न कर दी है। पारंपररक डायग्नोस्टस्टक उपकरण, यद्यनप प्रभावी हैं, परंतु 

संवेदिशीलता, गनत और अिुकूलिशीलता के मामले में अक्सर कमतर नसद्ध होते हैं, नवशेष रूप से 

संसाधि-सीनमत पररस्टिनतयो ं में। इस पररपे्रक्ष्य में, सरफेस-एन्हैंस्ड रमि सै्कटररंग (SERS) एक 

पररवततिकारी नवशे्लषणात्मक तकिीक के रूप में उभरी है, जो अतं्यत निम्न सांद्रता पर भी आणनवक 

संकेतो ंका उच्च नवनशष्टता और तीव्र पररणाम समय के साथ पता लगािे में सक्षम है। प्रसु्तत शोध प्रबंध में, 

उन्नत िैिोफैनिकेशि, अनभिव सब्सटर ेट इंजीनियररंग और अत्याधुनिक मशीि लनििंग एल्गोररद्स को 

संयोनजत करते हुए अगली पीढ़ी के SERS-आधाररत पे्लटफॉमत के व्यापक नवकास को प्रसु्तत नकया गया 

है। ये पे्लटफॉमत बैक्टीररयल, वायरल और परजीवी रोगजिको ंकी पहचाि और नवभेदि को लनक्षत करते 

हैं, तथा प्रयोगशाला अिुसंधाि और वास्तनवक िैदानिक अिुप्रयोगो ंके बीच की महत्वपूणत खाई को पाटिे 

हेतु सक्षम समाधाि प्रदाि करते हैं। 

प्रथम चरण में, हमिे एक अनभिव पेपर-आधाररत SERS सब्सटर ेट का निमातण प्रसु्तत नकया है, नजसमें 

ग्लैंनसंग एंगल नडपोऩिशि (GLAD) पद्धनत द्वारा साधारण ऑनफस पेपर पर ऩिग़ैिग नसल्वर िैिोरॉड्स 

(AgNRs) को एकीकृत नकया गया। पेपर की निद्रपूणत और तंतुयुक्त संरचिा उच्च सतही के्षत्र और 

खुरदरापि प्रदाि करती है, जो AgNRs की नद्वशाखीय ऩिग़ैिग आकृनत के साथ नमलकर सघि 

प्लाज़्मोनिक हॉटस्पॉट्स उत्पन्न करती है, नजससे रमि संकेतो ंका तीव्र प्रवधति होता है। यह सेलू्यलो़ि-

AgNR हाइनिड सब्सटर ेट लचीलापि, बायोनडगे्रडेनबनलटी और कम निमातण लागत जैसी महत्वपूणत 
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नवशेषताएँ प्रदाि करता है, जो पारंपररक कठोर सब्सटर ेट्स की सीमाओ ंको दूर करता है। इस पे्लटफॉमत 

को अस्पताल-संबंधी संक्रमण उत्पन्न करिे वाले बैक्टीररया — Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, और Staphylococcus aureus — की पहचाि हेतु प्रयोग में लाया गया, जहाँ 

प्रभावशाली 10² copies/mL की नलनमट ऑफ नडटेक्शि (LOD) प्राप्त हुई। उले्लखिीय रूप से, पेपर-

आधाररत सब्सटर ेट पर दजत SERS तीव्रता पारंपररक ग्लास-आधाररत सब्सटर ेट की तुलिा में लगभग दस 

गुिा अनधक थी। इसके अनतररक्त, ग्राम-पॉऩिनटव और ग्राम-िेगेनटव बैक्टीररया के बीच स्पष्ट से्पक्टरल 

नवभेदि प्राप्त हुआ, नजससे पे्लटफॉमत की व्यापक डायग्नोस्टस्टक क्षमता उजागर होती है। 

इसके आधार पर, हमिे AgNR-आधाररत SERS पे्लटफॉमत की उपयोनगता को वायरल पहचाि की नदशा 

में नवस्ताररत नकया, नवशेष रूप से SARS-CoV-2 वेररएंट्स और सह-वेररएंट्स के नवभेदि पर कें नद्रत 

होकर। GLAD द्वारा निनमतत शुद्ध AgNR सब्सटर ेट्स का उपयोग Wild type, Kappa, Delta, 

Omicron स्टर ेन्स तथा Omicron BA.1, BA.2, BA.5, और XBB सबवेररएंट्स की संवेदिशील पहचाि 

और स्टर ेि-स्तरीय नवभेदि के नलए नकया गया। हालाँनक, इि वेररएंट्स की अत्यनधक समाि आिुवंनशक 

और बायोकेनमकल प्रोफाइल िे पारंपररक SERS नवशे्लषण के नलए गंभीर चुिौनतयाँ प्रसु्तत की।ं इसे पार 

करिे हेतु, मशीि लनििंग (ML) एल्गोररद्स को SERS डेटा के साथ एकीकृत नकया गया तानक मािव 

नववेचिा से परे सूक्ष्म से्पक्टरल नभन्नताओ ंको निकाला जा सके। सपोटत वेक्टर मशीि (SVM) और 

नबडायरेक्शिल लॉन्ग शॉटत-टमत मेमोरी (BiLSTM) मॉडलो ंको 122 पॉऩिनटव िे़िोफैररस्टन्जयल सै्वब 

(NPS) िमूिो ंसे प्राप्त SERS से्पक्टर ा पर प्रनशनक्षत नकया गया, नजिकी पूवत पुनष्ट िेक्स्ट-जिरेशि सीक्वें नसंग 

(NGS) द्वारा की गई थी। वेनलडेशि सेट पर SVM क्लानसफायर िे 89% की वगीकरण शुद्धता प्राप्त की, 

जो BiLSTM मॉडल (86%) से अनधक थी। स्वतंत्र ब्लाइंड सेट पर परीक्षण के दौराि, SVM और 

BiLSTM िे क्रमशः  75% और 70.09% की शुद्धता हानसल की। नवशेष रूप से, Omicron 
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सबवेररएंट्स के वगीकरण में SVM मॉडल िे उले्लखिीय 96% शुद्धता प्राप्त की। ये पररणाम दशातते हैं 

नक SERS को ML के साथ जोड़िे से वेररएंट पहचाि की संकल्प क्षमता और सटीकता में उले्लखिीय 

वृस्टद्ध होती है, जो वास्तनवक समय महामारी नवज्ञाि निगरािी के नलए एक आशाजिक मागत प्रसु्तत करती 

है। 

समािांतर रूप से, एंटीमाइक्रोनबयल सस्टस्िनबनलटी टेस्टसं्टग (AST) के महत्व को ध्याि में रखते हुए, हमिे 

एक अनभिव बाइमेटनलक SERS सब्सटर ेट नवकनसत नकया, नजसमें गोल्ड िैिोआइलैंड्स को नसल्वर 

िैिोरॉड्स (AuNI@AgNR) पर सजाया गया। यह GLAD और थमतल नडपोऩिशि तकिीक द्वारा निनमतत 

नकया गया। गोल्ड िैिोआइलैंड्स की उपस्टिनत िे ि केवल सब्सटर ेट की ऑक्सीकरण प्रनतरोधक स्टिरता 

बढ़ाई, बस्टि प्लाज़्मोनिक कपनलंग को भी महत्वपूणत रूप से उन्नत नकया, नजससे नवद्युतचंुबकीय के्षत्र 

प्रवधति अनधक हुआ। AuNI@AgNR सब्सटर ेट िे बैक्टीररयल रोगजिको ंका अतं्यत निम्न सांद्रता (1 

CFU/mL तक) पर, एकल और नमनित बैक्टीररयल कल्चसत दोिो ंमें, सफल पता लगािा संभव बिाया। 

इस पे्लटफॉमत िे ग्राम-पॉऩिनटव और ग्राम-िेगेनटव बैक्टीररया के बीच स्पष्ट अंतर नकया तथा नवनभन्न 

बैक्टीररयल स्टर ेन्स के नू्यितम अवरोधक सांद्रता (MICs) का शीघ्र निधातरण नकया। पानटतयल लीस्ट से्क्वयर 

नडस्टिनमिेंट एिानलनसस (PLS-DA) िे एंटीबायोनटक-संवेदिशील और रेऩिस्टेंट स्टर ेन्स के बीच स्पष्ट 

वगीकरण को और भी सक्षम बिाया, नजससे AMR प्रोफाइनलंग हेतु पे्लटफॉमत की उपयोनगता नसद्ध होती 

है। नवशेष रूप से, पॉलीमाइक्रोनबयल संक्रमणो ंमें बैक्टीररयल जिसंख्या को अलग करिे और निगरािी 

करिे की क्षमता वास्तनवक पररस्टिनतयो ं में पॉइंट-ऑफ-केयर (POC) अिुप्रयोगो ंकी नदशा में एक 

महत्वपूणत प्रगनत है। 

अंततः , परजीवी संक्रमणो ंके बोझ को संबोनधत करिे हेतु, हमिे मलेररया की पहचाि के नलए एक पोटेबल 

SERS पे्लटफॉमत नवकनसत नकया, जो हीमो़िोइि के पैरामैगे्ननटक गुणो ंका उपयोग करता है — यह एक 
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अनद्वतीय नक्रस्टलीय उपउत्पाद है जो केवल मलेररया परजीवी द्वारा उत्पन्न होता है। GLAD द्वारा निनमतत 

AgNR सब्सटर ेट्स का उपयोग करते हुए, रमि मापि के दौराि 0.3 T का बाहरी चंुबकीय के्षत्र लगाया 

गया, नजससे SERS नसग्नल की तीव्रता में उले्लखिीय दस गुिा वृस्टद्ध प्राप्त हुई, जो गैर-चंुबकीय 

पररस्टिनतयो ंकी तुलिा में थी। इस चंुबकीय सहायता िे अभूतपूवत 10⁻¹⁴ M (लगभग 6 परजीवी/µL) की 

LOD संभव बिाई, जो पारंपररक सीमाओ ंसे कही ंअनधक है। क्रनमक डायलू्यशि अध्ययिो ंमें प्रदनशतत 

नकया गया नक हीमोग्लोनबि-संबंनधत नशखरो ंके घटिे के साथ हीमो़िोइि संकेत SERS से्पक्टर ा में प्रमुख 

हो गए, नजससे चंुबकीय प्रभाव के तहत हीमो़िोइि का नवद्युतचंुबकीय हॉटस्पॉट्स पर प्राथनमक 

िािीयकरण सत्यानपत हुआ। स्वि और मलेररया-पॉऩिनटव संपूणत रक्त और प्लाज़्मा िमूिो ंके SERS 

से्पक्टर ा पर नपं्रनसपल कंपोिेंट एिानलनसस (PCA) िे स्पष्ट क्लस्टररंग दशातई, नजससे इस नवनध की 

नविसिीयता और म़िबूती नसद्ध हुई। नवशेष रूप से, चंुबकीय और गैर-चंुबकीय मलेररया-पॉऩिनटव िमूिो ं

िे PCA से्पस में अलग-अलग के्षत्र घेर नलए, जो पहचाि की नविसिीयता पर चंुबकीय के्षत्र प्रवधति के गहि 

प्रभाव को उजागर करता है। 

संपूणततः , यह शोध प्रबंध उन्नत िैिोमैटेररयल्स, SERS तकिीको ंऔर मशीि लनििंग एल्गोररद्स के 

एकीकरण की अपार संभाविाओ ंको प्रदनशतत करता है, जो बैक्टीररयल, वायरल और परजीवी रोगजिको ं

की पहचाि हेतु शस्टक्तशाली, लचीले और संवेदिशील पे्लटफॉमत िानपत कर सकते हैं। नवकनसत रणिीनतयाँ 

ि केवल संवेदिशीलता और नवनशष्टता की सीमाओ ंको आगे बढ़ाती हैं, बस्टि वास्तनवक िैदानिक 

अिुप्रयोगो,ं महामारी निगरािी और एंटीमाइक्रोनबयल प्रबंधि की नदशा में भी मागत प्रशस्त करती हैं। भनवष्य 

में, इि पे्लटफॉसत का पूणत रूप से एकीकृत पोटेबल उपकरणो ंमें रूपांतरण, पहँुच, नकफायतीपि और 

संसाधि-सीनमत पररस्टिनतयो ंमें उपयोनगता को और सुदृढ़ करेगा। 
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