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RESUMO

A infeccao por Helicobacter pylori (H. pylori) pode aumentar o risco de ulceras pépticas
e neoplasias gastrointestinais. A detec¢do do H. pylori no tecido epitelial géstrico coletado
por Endoscopia Digestiva Alta (EDA) ¢ um procedimento invasivo, caro e de execugdo
complexa, o que reduz o acesso de populagdes isoladas. A deteccao de H. pylori pelo teste
de ar exalado (Urea Breath Test - UBT) apresenta alto custo e acesso limitado em paises
de baixo ¢ médio Indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Nesse contexto, ¢
fundamental desenvolver novas plataformas alternativas ndo invasivas para a detec¢do
portatil, rapida e sem reagentes do H. pylori. Nesse trabalho, foi usada a Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (ATR-
FTIR) acoplada a algoritmos de aprendizado de maquina, para identificar modos
vibracionais de infravermelho exclusivos do H. pylori diluido na saliva humana. Para
isso, a saliva foi diluida em 4 concentra¢des diferentes (108 UFC/mL, 10’ UFC/mL, 10°
UFC/mL e 10° UFC/mL) de H. pylori e aplicadas a espectroscopia ATR-FTIR para
realizar uma andlise sem reagentes, rdpida e sustentavel das assinaturas espectrais
geradas, para identificar modos vibracionais exclusivos. Os espectros obtidos foram
aplicados aos algoritmos de Andlise Discriminante Linear (Linear Discriminant Analysis
- LDA) e Maquina de Vetor de Suporte (Support Vector Machine - SVM) para realizar a
deteccao do H. pylori. Os melhores desempenhos de discriminagdo obtidos a partir das
concentragdes apresentaram acuracia entre 85% e 94%, especificamente 89% para 10°
UFC/mL, 93% para 10" UFC/mL, 94% para 10 UFC/mL e 85% para 10° UFC/mL. Os
resultados demonstram que este estudo de prova-de-conceito apresenta significativo
potencial para detec¢do ndo-invasiva do H. pylori por meio de plataforma biofotonica
apoiada por inteligéncia artificial sem uso de reagentes com amostras de saliva humana

obtida por auto-coleta.

Palavras-chave: ATR-FTIR; Helicobacter pylori; Infec¢do gastrointestinal; Teste de
triagem; Diagnostico salivar; Saliva; Testes ndo-invasivos; Algoritmos de aprendizado de

maquina.



ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) infection can increase the risk of peptic ulcers and
gastrointestinal neoplasms. H. pylori detection in gastric epithelial tissue collected by
esophagogastroduodenoscopy (EGD) is an invasive, expensive, and a complex execution
procedure, reducing access for isolated populations. H. pylori detection by Urea Breath
Test (UBT) presents high-cost with limited access in low- and middle-income countries.
In this context, it is critical to develop novel alternative non-invasive platforms for the
portable, fast, and reagent-free detection of H. pylori. Here, we used attenuated total
reflectance Fourier-transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) supported by Machine
Learning algorithms to identify infrared vibrational modes of H. pylori diluted in human
saliva. To perform it, saliva was diluted in 4 different H. pylori concentrations (10°
CFU/mL, 10’ CFU/mL, 10 CFU/mL, and 10° CFU/mL). Then, diluted saliva was applied
to ATR-FTIR spectroscopy to perform a reagent-free, fast, and sustainable analysis of
spectral signatures to identify unique vibrational modes. The obtained spectra were
applied to Linear Discriminant Analysis (LDA) and Support Vector Machine (SVM)
algorithms to perform the H. pylori detection. The best discrimination performances
obtained from the concentrations ranged from 85% to 94% of accuracy, reaching 89% for
10 CFU/mL, 93% for 10’ CFU/mL, 94% for 10° CFU/mL, and 85% for 10° CFU/mL.
The data demonstrate that this proof-of-concept study has significant potential for the
non-invasive detection of H. pylori using a biophotonic platform supported by artificial
intelligence without the use of reagents with human saliva samples obtained by self-
collection.

Key-Words: ATR-FTIR; Helicobacter pylori; Gastrointestinal infection; screening test;

salivary diagnostics; saliva, non-invasive test; machine learning algorithms
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1.0 - INTRODUCAO

1.1- Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa, de metabolismo
microaerdfilo, morfologia helicoidal, possuindo de 2 a 4 micrdmetros (um) de
comprimento ¢ 0,5 a 1 um de diametro, ¢ detentora ainda de um conjunto de 4 a 6 flagelos
polares com 3 um de comprimento. H. pylori pode ser colonizadora da mucosa géstrica e
do epitélio duodenal humano apresentando ampla distribuicao secundéaria (IERARDI et
al., 2020; YAMAOKA; GRAHAM, 2014). Esse microrganismo ¢ descrito como o
principal agente etioldgico da gastrite cronica, além de possuir ligagdo direta com uma
série de outras doengas géastricas, como a ulcera péptica e o cancer gastrico
(CAVALEIRO-PINTO et al.,, 2011; TSUGANE; SASAZUKI, 2007; YAMAOKA;
GRAHAM, 2014).

Estima-se que o H. pylori esta presente como infec¢do humana a mais de 50.000
anos, porém os estudos caracterizando a colonizagdo da mucosa gastrica por
microrganismos foram registrados somente no final do século XIX com trabalhos
incialmente relatando a presenca de “espiroquetas” em amostras caninas e,
posteriormente, em amostras humanas (LEONTIADIS; MOAYYEDI; FORD, 2023;
MEGRAUD; LEHOURS; VALE, 2016). Subsequentemente, outros pesquisadores
descreveram uma maior relacao entre a presenca de bactérias e pacientes submetidos a

tratamentos por problemas géastricos (MEGRAUD; LEHOURS; VALE, 2016).

Os pioneiros no isolamento do H. pylori foram Marshall e Warren a partir de
fragmentos de biopsia de pacientes com TUlcera gastrica. Estudos em modelos
experimentais comprovaram a rela¢do direta da infeccdo com as patologias géstricas
(MARSHALL; WARREN, 1984). Incialmente a bactéria foi classificada como
Campylobacter like organisms, modificado inicialmente para Campylobacter pyloridis,
nome que foi posteriormente novamente modificado para Campylobacter pyloris. O
enquadramento equivocado do H. pylori como pertencente ao género “Campylobacter
sp.”” esteve difundido desde a década de 1960, grupo este relacionado a outras bactérias
helicoidais causadoras de doencas do trato gastrointestinal (GOODWIN et al., 1989;
MEGRAUD; LEHOURS; VALE, 2016). Contudo, apds uma série de estudos que

14



analisaram diferencas morfofisiologicas e confirmacao por meio de analises genéticas,
foram evidenciadas diferencas entre o do H. pylori e bactérias da classifica¢do anterior,
sendo entdo caracterizado em uma nova familia denominada “Helicobacteraceae” € um
novo género “Helicobacter sp."(MEGRAUD; LEHOURS; VALE, 2016). O patogeno foi
descrito, como esta atualmente, em 1989 como uma nova espécie recebendo a
nomenclatura de “Helicobacter pylori” por Goodwin e colaboradores em parceria de
Marshall e Warren, os pesquisadores pioneiros na identificacdo e isolamento do agente

(GOODWIN et al., 1989).

1.2 - Transmissao e Epidemiologia

A transmissdao do H. pylori ocorre tradicionalmente pelas vias fecal-oral e oral-
oral, sendo também demonstrada por meio da ingestdo e contato com alimentos e fontes
de 4gua contaminadas. Desta forma, sua presenga € proporcionalmente mais recorrente e
prevalente em localidades onde os habitos de higienes e infraestrutura relacionada ao
saneamento basico sdo considerados precarios, como em paises de baixo nivel de
desenvolvimento social e industrializagdio (BURUCOA; AXON, 2017; HOOI et al.,
2017; MENTIS; LEHOURS; MEGRAUD, 2015). Outra via de contaminagdo,
considerada menos convencional para o H. pylori, ¢ a “gastro-oral”, sugerida devido ao
registro de elevadas taxas de prevaléncia entre os profissionais envolvidos nos
procedimentos de endoscopia e também na potencial contaminacdo de pacientes
submetidos ao exame de endoscopia. Destaca-se que nesta via o contagio ocorre pela
manipulacdo errdnea de materiais, procedimentos ineficientes de desinfec¢do dos
equipamentos, principalmente em lavagens manuais, e também ao uso inadequado de
Equipamentos de Protecao Individuais (EPI), em destaque as luvas pelos profissionais de

saude (KAYALI et al., 2018).

A infeccdo por H. pylori apresenta maior taxa de contdgio durante a infancia até
os dois primeiros anos de vida, fendomeno atribuido em razio do maior contato
interpessoal entre os sujeitos nesse periodo (HOOI et al., 2017; KAYALI et al., 2018;
LEONTIADIS; MOAYYEDI; FORD, 2023). Sao considerados também fatores risco
aspectos relacionados a etnia, qualificado pela menor prevaléncia do microrganismo em
individuos de etnia branca em comparativo as estatisticas para populagdes negras e

hispanicas, fatores ambientais também sdo citados destacando o tabagismo, habitos
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relacionados a dieta e o perfil de consumo de alcool, além da exposi¢ao ocupacional a
situacdes que influenciam na aquisicdo da infec¢do, principalmente os relacionados a
infraestrutura sanitaria (LEONTIADIS; MOAYYEDI; FORD, 2023). O género do
hospedeiro nao apresenta perfil de interferéncia como fator de influéncia na infecgao,

tendo niimeros semelhantes para homens e mulheres(KAYALI et al., 2018).

Os dados epidemioldgicos referentes a este patdgeno apresentam problematicas
devido a falta de aplicacao similar do método de diagndstico e a analise em populagdes
com presenca de infecgdes assintomaticas. Porém, aceita-se mundialmente que o H.
pylori ¢ uma bactéria que causa infecgdes em larga-escala e apresenta grande importancia
médica (BURUCOA; AXON, 2017; HOOI et al., 2017; LI et al., 2023; MENTIS;
LEHOURS; MEGRAUD, 2015). Os indices atuais indicam uma prevaléncia do H. pylori
em cerca de 43,1% da populagdo mundial, embora apresente perfil heterogéneo em cada
continente (LI et al., 2023). Embora este recente estudo apresente uma mudanca de
paradigma na indicacao da prevaléncia mundial da infec¢do pelo H. pylori , muitos paises
nao possuem dados epidemiologicos precisos , fazendo com que as informagdes relativas
a quantidade total dos individuos portadores desta bactéria sejam limitadas(BURUCOA;
AXON, 2017; MENTIS; LEHOURS; MEGRAUD, 2015). A relagio entre o contigio e
caracteristicas pertinentes ao saneamento basico interfere diretamente na dinamica
epidemioldgica do agente, gerando uma concentracao de ocorréncia em maior volume em
paises internacionalmente considerados subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como
evidenciado no mapa de prevaléncia mundial da infecdo por H. pylori. Na analise da
figura 1 ¢ nitida a discrepancia evidenciando maiores nimeros em paises como Africa
do Sul e o Brasil e menores em paises considerados como desenvolvidos, com exemplos

do Canadé e da Australia (HOOI et al., 2017).
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Figura 1. Panorama da distribuicio mundial da prevaléncia da infeccdo por H. pylori. Relagdo da
concentragdo de infectados por paises que apresentam dados epidemioldgicos oficiais para a infec¢do por

H. pylori. Fonte: HOOI et al., 2017.

1.3 — Resposta Imune e Fisiopatologia da Infeccio

O H. pylori pode ser enquadrado como um dos poucos agentes infecciosos que
consegue efetivamente colonizar a mucosa gastrica humana, um sitio apontado como um
ambiente inospito para microrganismos (CAMILO; SUGIYAMA; TOUATI, 2017a;
YAMAOKA; GRAHAM, 2014). O H. pylori pode habitar esse ambiente acido do
estomago devido a atividade da enzima uréase, que pode promover neutralizagdo do
ambiente gastrico, degradando a ureia em amonia causando elevagdo no pH em regides
imediatamente ao redor da bactéria (ANSARI; YAMAOKA, 2022; LEONTIADIS;
MOAYYEDI; FORD, 2023). Com a presenca da atividade enzimdtica da uréase, ocorre
a formacao de lesdes gastricas durante a colonizagdo gastrica do H. pylori, desencadeando
um processo de resposta imune tanto inflamatéria quanto  humoral
(CHONWERAWONG; FERRERO, 2021; PATEL; TROMBLY; KURT-JONES, 2012).

O primeiro fator destacado para o sucessibilidade da instalagdo da bactéria no sitio

especifico para inicio da infecg¢@o ¢ a motilidade apresentada pelo microrganismo, devido
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ao seu alto grau de atividade flagelar (GU, 2017), o que permite movimentagdao do H.
pylori no suco e muco gastrico, atuando como fator fisico de facilitacdo da penetracao na
mucosa e sobrevivéncia do organismo no estdmago humano (ABADI, 2017; GU, 2017).

Desta forma, quando ocorre o contagio por meio da ingestao oral da bactéria, que
primeiramente penetra na camada de muco, o agente atinge entdo o revestimento
estomacal e inicia um processo de multiplicagdo sobre as células epiteliais dessa mucosa
(CHEOK et al., 2021; GU, 2017; KAYALI et al., 2018). Subsequentemente, o H. pylori
realiza a secrecdo, sobre esse epitélio gastrico, de uma série de agentes quimiotaticos,
fazendo com que ocorra 0 estimulo de migracao de
Leucocitos polimorfonucleares (PMN) para a regido do tecido lesionado (CHEOK et al.,
2021; YAMAOKA; GRAHAM, 2014).

O H. pylori possui proteinas de membrana externa, que promovem a degranulagdo
de mastocitos realizando a liberagdo dos fatores naturais pro-inflamatorios e na agao de
citocinas como IL-17, TNF-a e INF-y, gerando respostas inflamatorias classicas como o
aumento da permeabilidade vascular, a expressdo de moléculas de adesdo de leucocitos
as células endoteliais, assim como uma migragdo consideravel dessas células ao sitio da
infeccio (CHONWERAWONG; FERRERO, 2021; HOLMSTROM et al., 2020).

Os mecanismos inatos sdo considerados como os principais atores na resposta
imune frente ao H. pylori, porém ndo sdo os Unicos, visto que ocorre também a
participagdo dos menaismos humorais de imunidade na resposta a infecgdo,
principalmente com producdo inicialmente de IgG e subesequentemente de IgA. Os
anticorpos produzidos ndo apresentam capacidade de neturalizar a infec¢do, atuando na
verdade de forma contraria, podendo gerar danos no epitélio gastrico (BUTT et al., 2019,
2020).

Ainda nos processos adaptativos de resposta frente ao H. pylori, tem-se a agdo direta
de cé¢lulas T auxiliares especificas contra o agente. No estagio inicial da infeccao, cé€lulas
Th1 liberam TNF- o e IFN-y que atuam para realizar lise celular por meio da ativagdo de
linfocitos T CD8" (BUTT et al., 2020; CHEOK et al., 2021; XU et al., 2022). Desta forma,
ocorre a atuagdo na defesa celular contra patogenos intracelulares, entretanto, o
exacerbado estimulo de liberagdo destes fatores pode resultar em danos teciduais na
mucosa estomacal (CHEOK et al., 2021). A atuagdo da resposta imunologica frente a
infec¢des mais avangadas contra a bactéria também gera respostas paralelas por meio de
células Thl e Th2, sendo que as Th2 possuem papel de secretar IL-4 e IL-5,

desempenhado papel regulatorio negativo das células Thl e eventos inflamatorios que
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também facilitam a producao de anticorpos pelas células B (BUTT et al., 2019).

A regulacdo da resposta imune pela infeccdo ocorre adicionalmente pela atuacao
nas C¢lulas Apresentadoras de Antigeno (APCs), por meio de sinalizagio de IL-10, que
estimulam a diferenciacdo de linfocitos T CD4" naive em T reguladores (Treg),
aumentando ainda mais a expressao de IL-10, citocina essa que atua na regulacao negativa
de células Thl, macréfagos e na producdo de anticorpos pelas células B (BUTT et al.,
2020; CAMILO; SUGIYAMA; TOUATI, 2017a; XU et al., 2022; YAMAOKA;
GRAHAM, 2014). Contudo, considera-se que o estimulo da secrecdo de IL-10 impacta
na supressao da apresentacao de antigenos de H. pylori pelas APCs. (OLDANI et al.,
2009)

Os mecanismos de escape as respostas do hospedeiro também ocorrem pela
atuacdo de enzimas, ja que além da urease, o H. pylori também promove outras reacoes
enzimaticas para o curso da instalagdo na mucosa gastrointestinal (WANG et al., 2023b;
YAMAOKA; GRAHAM, 2014). O H. pylori secreta as enzimas catalase ¢ a superdxido
dismutase (SOD) especifica de H. pylori, relacionada ao gene sodB, que tem fun¢do de
neutralizar a agao oxidativa toxica de radicais livres, ofertando assim prote¢ao quimica a
bactéria frente ao potencial litico de macréfagos e neutrofilos, tendo-se entdo mais um
fator de resisténcia frente a resposta inflamatdria do hospedeiro (CHEOK et al., 2021).

O H. pylori apresenta ainda diversos fatores de viruléncia como o gene CagA, que
estd relacionado a “citotoxina A” que tem ligagdo com uma maior expressdo de citocinas,
tais como IL-1B e IL-8. Outro fator de viruléncia ¢ o gene VacA ligado a expressdo da
“citotoxina vacuolizadora” responsavel por induzir a formagdo e abertura de canais
seletivos de anions nas células do epitélio gastrico, promovendo a passagem de ureia para
a luz da mucosa géstrica, e o gene picB que expressa fatores com func¢do de estimulo a
indug¢do da producdo de IL-8 pelas células da mucosa gastrica (LI et al., 2021; OLDANI
et al., 2009; YAMAOKA; GRAHAM, 2014). Destaca-se também o fator de
aderéncia blood group antigen adhesin (babA) que atua como meio facilitador do contato
entre a bactéria e o epitélio afim de facilitar a liberacdo de outros fatores de viruléncia
como cagA e vacA (OLDANI et al., 2009; POP et al., 2022; SENCHUKOVA, 2022;
YAMAOKA; GRAHAM, 2014). Além de todos esses fatores o H. Pylori promove a
liberacao de adesinas, como a hemaglutinina fibrilar e a fimbria, que sdo dispostas como
parte da etapa terminal da associa¢ao do agente com a mucosa gastrica (POP et al., 2022).

(Figura 2).
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Figura 2 - Patogenicidade e resposta inflamatoria da infeccéio por H. pylori: Esquema representativo

dos mecanismos envolvidos na ag@o de resposta imune para H. pylori. Fonte: POP et al., 2022

Frente as diferentes formas de contdgio e os fatores de interferéncia, as
manifestagdes das doencas dispostas como consequéncias da infec¢do podem surgir em
um curto periodo apos a contaminagdo pela bactéria ou podem permanecer assintomaticas
por um longo periodo (KAYALI et al., 2018; POP et al., 2022). Exemplos classicos para
essa auséncia de sintomas da infec¢do pode ser observado com as contaminagdes
efetivadas ainda na infancia, quando grande parte dos hospedeiros nao apresenta sintomas
durante um longo periodo, porém normalmente essas infec¢des evoluem para um quadro
cronico de gastrite na vida adulta em consequéncia da acdo do H. pylori (SEO;
BORTOLIN; JONES, 2020).

As alteragdes teciduais causadas na mucosa gastrica durante o curso de inser¢ao
do H. pylori no epitélio estomacal, juntamente aos fatores de inflamagdo secretados
durante este processo, sao os principais fatores causais para os quadros de gastrite cronica.

A acdo da urease gera ainda uma interferéncia na acidez do estdbmago, gerando assim
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desregulagdo fisiologica do suco gastrico (SENCHUKOVA, 2022). O somatorio das
lesdes causadas, o status inflamatoério e a desregulagdo quimica pode acarretar no
surgimento de lesdes com erosdo do revestimento protetor da cavidade géstrica ou do
duodeno caracterizando assim o quadro de ulcera péptica ou gastroduodenal. O status
cronico dessas condi¢des pode levar ao desencadeamento de um processo de displasia
gastrica, podendo evoluir ainda para metaplasia intestinal e consequentemente o cancer
gastrointestinal. (CAVALEIRO-PINTO et al., 2011; XU et al., 2022; YAMAOKA;
GRAHAM, 2014).

A infeccao por H. pylori foi a primeira manifestagdo bacteriana a ser considerada
como um fator carcindgeno tipo I (nivel maximo) pela Organizacdo Mundial da Satude
(OMS) por sua relagdo com o adenocarcinoma gastrico (VENERITO et al., 2019). Este
patdgeno ¢ considerado também o principal fator de risco para o Linfoma de MALT
(Mucosa-associated lymphoid tissue), caracterizado como uma neoplasia do tecido
linfatico da zona marginal do trato digestivo, evidencia-se a regressdo majoritaria da
doenga em pacientes que finalizaram o tratamento para erradicacao da bactéria (ASANO
etal., 2015; SALAR, 2019).

Além das patologias diretamente ligadas ao trato gastrointestinal, caracteriza-se a
infec¢do por este microrganismo como fator de risco para varias doengas extra digestivas,
sendo entdo o H. pylori considerado um agente infeccioso que pode causar alteragdes
sistémicas, como as doengas cardiovasculares (DCV) (GRAVINA et al., 2018; SANTOS
etal., 2020). Urticaria cronica, rosdcea, aterosclerose, anemia e purpura trombocitopénica
idiopatica também se caracterizam como enfermidades que apresentam relacdo ja

estabelecida com o H. pylori. (RAZUKA-EBELA; GTUPPONI; FRANCESCHI, 2018).

1.4 — Diagnostico

O diagnostico da infecgdo por H. pylori é realizado por métodos nado-invasivos e
invasivos, sendo os invasivos feitos por meio de Endoscopia Digestiva Alta (EDA)
(ANSARI; YAMAOKA, 2022; CHATRANGSUN; VILAICHONE, 2021). Dentre os
exames relacionados a EDA destacam-se o Teste Rapido de Urease (TRU), a cultura
microbiana em condi¢des de anaerobiose, a reagdo em cadeia da polimerase (Polimerase
Chain Reaction - PCR), que utilizam bases moleculares para realizar a deteccdo de
material genético da bactéria no tubo gastrointestinal, tem-se também detec¢do definida

por meio de andlise histoldgica. Todos os procedimentos citados como invasivos se dao
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por meio de utilizagdo de amostras coletadas de material de mucosa gastrointestinal
obtidos durante a realizacdo da endoscopia (ANSARI; YAMAOKA, 2022).

O TRU, ¢ tido comumente como um teste pré diagnostico, realizado pelo proprio
endoscopista durante o processo de endoscopia. Consiste basicamente em um diagnostico
indireto da urease por meio da utilizacdo de um substrato contendo ureia. O
funcionamento ¢ baseado no mecanismo basico da reacdo da urease, visto que caso a
enzima esteja presente, ocorrerd a hidrdlise da ureia, convertendo o substrato em amonia,
gerando entao conversdao de um meio acido em alcalino (HUH; KIM, 2018; LEE; DORE;
GRAHAM, 2022). Com agao de indicador de pH, verifica-se se ocorreu alteracdo no
perfil de conversao alcalina entre amostra ¢ o substrato. Quando se evidencia altera¢ao
no pH o exame ¢ positivo para presenca de H. pylori e o restante das amostras coletadas
sdo levadas para analises de cultura, PCR ou processos histologicos. O uso prévio de
farmacos a base de Inibidores de Bomba de Protons (IBP), sais de bismuto e
antimicrobianos podem gerar resultados falsos-negativos ao teste, frente a agdo de
interferéncia destes compostos sobre a agdo da urease (DUQUESNE et al., 2023). Atenta-
se ainda para interferéncias de detecgao erronea frente a presencga de urease por motivos
externos a presenca de H. pylori, ja que bactérias como Proteus mirabilis, Citrobactor
freundii, Klebsiella pneumonia, Enterobactor cloacae e Staphylococcus aureus também
secretam a urease (PARIHAR; MCNAMARA, 2021).

A realizagdo de procedimento de cultura microbiana ¢ o método considerado
como o mais especifico para identificacio do H. pylori, porém apresenta baixa
sensibilidade, com indices entre 40-80% e complexa realizagao (GUEVARA; COGDILL,
2020). O método apresenta uma vantagem, visto que fornece ainda a determinacdo da
suscetibilidade bacteriana aos antimicrobianos (HU; ZHU; LU, 2017). Ressalta-se que o
H. pylori ¢ uma bactéria metabolismo microaerofilo, que demanda suprimento especifico
de condigdes especiais para seu crescimento, gerando assim um perfil de dificil
manuten¢do das condigdes ideais para o cultivo do microrganismo, limitando a realizacao
do procedimento e restringindo assim a execucdo dessa metodologia a centros de
pesquisas com maior infraestrutura. O uso de antibidticos e farmacos a base de IBP e
bismuto também ¢ demonstrado como um fator de interferéncia sobre o teste (ANSARI;
YAMAOKA, 2022).

A reagdao de PCR demonstra-se como tecnologia de alto valor para a deteccao
molecular do material genético do H. pylori e apresenta vantagens por detectar a presenca

do patégeno ainda que em minimas concentragdes, tendo seu alcance de deteccdo
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maxima estimado em torno de 0,02 picogramas (pg) de DNA de H. pylori, o
correspondente a apenas 10 bacilos (BENEJAT et al., 2023). Para a execugio da reagio
sdo utilizados principalmente duas regides de amplificacdo no material genético do
patogeno, sendo elas a de 16SrRNA, que corresponde a fragmentos de aproximadamente
150 pares de bases (PB) datada como uma regido conservada do DNA procariotico, e
a segunda ¢ dada como sendo a do gene ureA, que contem 400 PB e ¢ datado como
codificante de urease. O alto valor para os kits comerciais e reagentes aplicados a
metodologia sdo fatores limitantes (GUEVARA; COGDILL, 2020; KOTILEA;
BONTEMS; TOUATI 2019).

A andlise histologica das amostras coletadas por EDA pode ser processada por
meio de diversos protocolos de coloragdo como “Giemsa”, método de hematoxicilina e
eosina de “Warthin-Starry”, “Steiner” e carbolfucsina. Sdo analisados fragmentos de
mucosa gastrointestinal do paciente e por meio da técnica € possivel além da realizagdo
da detec¢do do H. pylori mensurar o grau de inflamacdo e lesdo tecidual da mucosa
(CAMILO; SUGIYAMA; TOUATI, 2017a; LEONTIADIS; MOAYYEDI; FORD,
2023). A distribuicao irregular do H. pylori pelo epitélio intestinal e a coleta feita de
maneira incorreta podem gerar resultados falso-negativos para o exame. Atualmente
dispde-se de uma combinacio do TRU, confirmado por analise histologica, como método
“padrdo outro” para a detec¢do de H. pylori (PARIHAR; MCNAMARA, 2021).

Dentre os métodos ndo invasivos sdo realizados o Urea Breath Test (UBT), que ¢
o modelo de detec¢do por meio de ureia marcada, o Teste De Antigeno Fecal (TAF) e
deteccao soroldgica de anticorpos contra H. pylori. (CHEN et al., 2022; QIU; LI; HAN,
2021).

O UBT ¢ baseado na ingestao pelo paciente de compostos de ureia marcados com
dois diferentes is6topos, o carbono 13 (ndo radioativo) ou carbono 14 (radioativo), que
sofre acdo da urease bacteriana e gera amoOnia e gas carbonico (CO»), e por meio da
captagao do CO; exalado na expiracdo do paciente faz-se a detec¢do por equipamento
especifico da molécula marcada, inferindo-se assim a presenca da urease e
consequentemente a do H. pylori (CHEN et al., 2022; GUEVARA; COGDILL, 2020).
Um dos problemas envolvendo a andlise indireta do H. pylori pela metodologia do ar
exalado ¢ a reducdo na sensibilidade em casos de uso prévio de antibioticos, farmacos
IBP e com sais de bismuto, além ainda da utilizagdo de compostos de agcao nos receptores
H> da histamina, sendo necessario a interrupg¢do previa da oferta da medicagdo para a

realizacdo do exame. Assim como no TRU, tem-se possibilidade ainda de equivoco na

23



deteccao por meio da presenca de urease de outras bactérias gastricas como P. mirabilis
e S. aureus (CHEN et al., 2022; PARIHAR; MCNAMARA, 2021).

A dependéncia direta que o exame apresenta do reagente de carbono marcado gera
alto grau de restricao ao acesso, ja que o substrato reativo eleva significativamente o custo
do procedimento. No Sistema Unico de Saude brasileiro (SUS) nio ocorre a
disponibilizagdo deste teste devido as restrigdes existentes para aquisi¢do dos isotopos e

do alto custo dos equipamentos envolvidos (COELHO et al., 2018).

O Teste de Antigeno Fecal (TAF) apresenta baixo custo e € realizado por meio de
uma reacao de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). O TAF também pode ser
feito por meio de método imunocromatografico (QIU; LI; HAN, 2021). As implicagdes
limitantes para a técnica estdo relacionadas principalmente ao alto grau de variabilidade
genética apresentado pelo H. pylori, ocasionando em uma diversidade de antigenos a
serem analisados durante a reag¢do. Desta forma, ¢ necessaria uma adapatacdo regional
para a cepa predominante em cada regido para melhorar a acuracia do teste. A baixa
colonizacdo bacteriana no estdmago e o uso de IBP’s sdo fatores que geram resultados
“falso-negativos” (GUEVARA; COGDILL, 2020; KOTILEA; BONTEMS; TOUATI,
2019; QIU; LI; HAN, 2021). A nao diferenciagdo do teste em discriminar organismos
ativos e inativos gera ainda limitag¢do para o diagnostico, por ndo apontar corretamente o
status correto da infeccdo. O TAF atualmente tem alto grau de aplicabilidade no
acompanhamento do tratamento da infec¢do, ja que a concentragao de antigenos nas fezes
indica a efetividade da eliminagdo do patogeno da cavidade gastrica(QIU; LI; HAN,
2021).

Os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos sdo realizados normalmente
com amostras de sangue ou soro, tendo como principal método a reagdo de ELISA. No
entanto, sabe-se que os niveis séricos dos anticorpos IgG e IgA continuam elevados por
longos periodos mesmo apo6s a eliminacao da infec¢do (GUEVARA; COGDILL, 2020;
KOTILEA; BONTEMS; TOUATI, 2019). Mundialmente os testes sorologicos de H.
pylori sdo empregados como mecanismos de estudos epidemiologicos populacionais pois
apresentam dados que indicadores ou risco desta doengca (CAMILO; SUGIYAMA;
TOUATI, 2017; KOTILEA; BONTEMS; TOUATI, 2019).

De maneira geral os métodos diagndsticos empregados para o H. pylori, sdo
majoritariamente dependentes diretos de procedimentos de EDA, o que gera aumento na

complexibilidade, risco e custo, além disso, principalmente os modelos ndo invasivos,
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apresentam diversas problematicas e limitacdes (DE BRITO et al., 2019; GUEVARA;
COGDILL, 2020). Os métodos ndo-invasivos ja publicados apresentam incapacidade de
identificacdo do status atual da infec¢do, ndo sendo assim métodos de exceléncia
aplicados ao diagndstico, considera-se o UBT o com maior potencial para aplicagdo na

identificacao da infecc¢ao, porém de acesso limitado devido ao alto custo (CHEN et al.,

2022; KOTILEA; BONTEMS; TOUATI, 2019).

1.5 — Relacao entre H. pylori e a cavidade bucal

Apesar de ser caracterizada como organismo colonizador da mucosa géastrica,
diversos estudos apontam a presenc¢a do H. pylori em uma série de reservatorios extra
gastricos como a cavidade oral, onde a bactéria ¢ identificada no biofilme dental, sub e
supra gengival, na lingua, na saliva, e nas amigdalas (ZHANG et al., 2022). O H. pylori
também foi identificado em superficies neoplésicas orais (ESKANDARI et al., 2010).

Em estudos sobre a presenca oral H. pylori, é frequentemente detectado a
presenca da bactéria em regides do dorso da lingua (ESKANDARI et al., 2010;
SANCHEZ-ALONZO et al., 2020). Anélises de aftas demonstraram associagdo positiva
do patdgeno e a presenca da ulcera. Quanto a presenga da bactéria em outras localidades
orais, observou-se menor incidéncia da presenca na saliva em comparativo com o
biofilme dental, questdo essa explicada devido a capacidade do biofilme em permitir a

aderéncia mecanica do microrganismo a superficies fixas (AKSIT BICAK et al., 2017).

Estudos da doenca periodontal apontam uma relacdo diretamente proporcional
entre a presenga de periodontite e a ocorréncia de H. pylori na cavidade oral. Além disso
evidencia-se maiores registros de presenca da bactéria em questdo na microbiota oral de
pacientes com periodontite frente a comparacdo a individuos sem periodontite

(ESKANDARI et al., 2010; PODZIMEK et al., 2016).

1.6 - Diagnostico Salivar

A saliva ¢ uma secre¢do exdcrina muco-serosa constituida majoritariamente de
agua com concentragdes distintas de compostos organicos como glicidios, aminoacidos,
peptideos, proteinas, hormonios, glicoproteinas, acidos nucleicos e enzimas como
aldolase, peroxidase e amilase. Também ¢ a evidenciado a presenca de elementos
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inorganicos como Na*, K*, CI', Mg*, H,PO4 e HPO4*". A secrego diaria de saliva por um
individuo ¢ de em média de 500-1500 mL (CASTAGNOLA et al., 2017; NONAKA;
WONG, 2022).

Fisiologicamente a saliva desempenha uma série de fungdes no organismo
humano. A saliva tem agdo fundamental na regulacdo da satide oral. Este biofluido
participa da digestao inicial no bolo alimentar, dos processos de mastigacao e degluticao
e atua também na solubilizacdo de substancias alimentares . Esse fluido também
desempenha papel também na limpeza da cavidade oral, ¢ responsavel pela lubrificagao
da mucosa bucal e mediagao da fala (BOROUMAND et al., 2021). A saliva também atua
na protecdo dos dentes, na neutraliza¢do (regulagdo de pH) de compostos acidos
ingeridos, possui capacidade antibactericida e bacteriostatica e desempenha acgdo
regulatoria na saturacdo de fosfato de calcio relacionada a hidroxiapatita dentro do
processo de desmineralizagdo-remineraliza¢ao da estrutura dental (PEDERSEN et al.,
2018b). As mudangas de concentragdo relativa dos compostos organicos e inorganicos da
saliva apresentam relagdo com alteracdes fisiologicas e patologicas da cavidade oral e de

alteragdes sistémicas do individuo (PEDERSEN et al., 2018a, 2018b).

A utilizacdo da saliva como fluido diagndstico ¢ capaz de indicar alteragdes
decorrentes de patologias cronico-degenerativas e infecciosas. Desta forma, ¢
considerada um biofluido alternativo para deteccdo de doengas que utilizem amostras que
apresentam coleta por metodologia invasiva, como o sangue, liquido pleural e fluidos

gastricos (CASTAGNOLA et al., 2017; NONAKA; WONG, 2022).

Os procedimentos para realizagdo da coleta de saliva podem ser feitos por meio
de acdo nao-estimulada, de forma passiva e conveniente ao paciente (KRAHEL et al.,
2022) . A saliva também pode ser coletada de forma estimulada baseada em técnicas com
uso de materiais como o algodao ou polietileno. Ambos os processos sao feitos por auto-
coleta pelo paciente, sem demanda de habilitagdo técnica regulamentada para a coleta das
amostras, diferente do que ¢ necessario para coleta de sague e outros biofluidos

(CAIXETA et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2023) .

Entre as patologias sist€émicas que apresentam testes de detec¢do salivar em
desenvolvimento, estd o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) que se baseaia na
quantificagdo da Proteina C Reativa e troponina cardiaca na saliva (REYES-RETANA;
DUQUE-OSSA, 2021). A utilizagdo de analitos presentes na saliva também ¢ empregado
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para auxilio do diagndstico da fibrose cistica (GONCALVES et al., 2019). Para doencas
infectocontagiosas destaca-se a aprovagdo e comercializagdo de testes de diagnostico da
COVID-19 baseada da detec¢do do SARS-CoV-2 por reagdes moleculares empregando
PCR para deteccao do material genético do virus ou por testes imunocromatografico para
deteccao qualitativa de antigenos especificos (CAIXETA et al., 2021; NGUYEN-KIM et
al., 2022). Testes comerciais para diagndstico do HIV também sdo aplicados por meio da

detecgdo de anticorpos em amostra de saliva (VOHRA et al., 2020).

A presenca do H. pylori na saliva, mesmo que em concentracao inferior ao
biofilme, tem sido amplamente empregada em novos estudos para detec¢do do patdgeno
(AKSIT BICAK et al., 2017). Técnicas diagndsticas que utilizam a saliva como meio de
analise para diagnostico do patogeno ja sdo descritas, como por exemplo por metodologia
aplicada a sensor eletroquimico por dete¢dao da proteina HopQ, expressa na membrana
externa do microrganismo (JARADAT et al., 2023). O teste imunocromatografico de
fluxo lateral, por meio da metodologia de “Time-Resolved Fluorescent Microsphere-
Lateral Flow Immunoassay” (TRFM-LFIA) também j& foi descrito como método de
detec¢do salivar valido para H. pylori (WANG et al., 2023a). A técnica de PCR ¢
demonstrada e aprovada comercialmente, como efetiva para a deteccdo salivar de H.
pyvlori. Descreve-se concentragdes salivares do agente infeccioso, muito superiores em
pacientes portadores de lesdes gastricas caracteristicas desse agente em comparacio aos
indices dados para pacientes sem lesdes gastricas (ESKANDARI et al., 2010; ZHANG
et al,, 2022). A saliva se mostra entdo como um fluido bioldgico de grande valor
diagnostico para H. pylori (AKSIT BICAK et al., 2017; JARADAT et al., 2023; WANG
et al., 2023a).

1.7 — Espectroscopia de Reflexdo Total Atenuada no Infravermelho com

Transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A espectroscopia utiliza a interacdao da radiacdo eletromagnética com a matéria,
buscando obter informagdes fisicas e quimicas da amostra (DUTTA, 2017).
Especificamente, a espectroscopia de infravermelho (IR) se destaca atualmente como
uma valorosa técnica quantitativa e qualitativa para monitorar a composi¢do molecular

de biofluidos (BUNACIU et al., 2017) baseada na interacdo fisica da luz emitida pelo
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equipamento com os compostos a serem analisados. O comportamento de interagdo entre
a luz e as moléculas presentes na amostra geram um potencial de energia vibracional na
molécula, fendmeno esse que ¢ detectado pelo equipamento de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) gerando uma assinatura espectral que
registra as diversas substancias identificadas na amostra (DUTTA, 2017; PETIT;
MADEJOVA, 2013). Cada estrutura molecular que compde a amostras submetida ao
procedimento apresenta um modo espectral especifico, sendo assim possivel realizar a
identificacao de cada composto que compde o material analisado (BUNACIU et al., 2017;

LEAL et al., 2018).

A Reflexdo Total Atenuada (ATR) ¢ uma técnica de amostragem aplicada em
conjunto a metodologia FTIR, que permite que as amostras sejam examinadas sem
necessidade de pré processamento ou utilizacdo de reagentes, com submissdo dos
materiais diretamente ao procedimento independentemente do estado fisico da amostra
(LIU; KAZARIAN, 2022; PETIT; MADEJOVA, 2013). O emprego da analise de fluidos
bioldgicos por técnicas de ATR-FTIR constitui um campo da ciéncia ja bem estruturado

e amplamente difundido (BUNACIU et al., 2017).

Sangue, liquido pleural, leite materno, liquido sinovial, liquido amnidtico e saliva
sdo exemplos de fluidos corpdéreos que sdo empregados sob essa tecnologia para
diferentes analises (BUNACIU et al., 2017; LEAL et al., 2018). Para a saliva, a assinatura
espectral obtida com o emprego de ATR-FTIR j4 ¢ bem difundida e os pontos espectrais
para anélise dos componentes especificos desse fluido sao bem definidos (DELRUE; DE
BRUYNE; SPEECKAERT, 2023). No espectro infravermelho da saliva ¢ comum a
avaliagdo de componentes proteicos, como a Amida I descrita em uma regido média do
modo vibracional 1636 cm™', a Amida II apontada em 1549 cm™ e a regido de Amida III
que compreende de 1350 4 1244 cm’™', bem como vibragdes de metila de peptideos

1

dispostos em 1450 cm™. Os lipidios, em especifico cadeias de &4cidos graxos e

! e 1404 cm™ . Os materiais genéticos de

aminoacidos podem ser detectados em 2900 cm”
DNA e RNA podem ser detectados no intervalo de 1080-1070 cm™! e carboidratos como
glicogénio, glicose e frutose podem ser detectados a 1045 cm™! (MOVASAGHI;

REHMAN; REHMAN, 2008).

A presenca de patdogenos ou biomarcadores de doencas na saliva pode ser
identificada pela técnica de ATR-FTIR, frente as alteragdes nas assinaturas espectrais

decorrentes da presenca de componentes (BUNACIU et al.,, 2017; DELRUE; DE
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BRUYNE; SPEECKAERT, 2023). Estudos utilizando técnicas comparativas entre os
padrdes normais de assinaturas espectrais de pacientes com auséncia da doenga ou
infeccdo analisada frente ao perfil espectral e de pessoas com alteragdes fisiopatologicas
ou infecciosas estdo cada vez mais sendo empregadas como propostas para novas
metodologias diagnosticas. Essas técnicas empregam analises estatisticas para
comparagdo dos espectros, muitas vezes feitas por algoritmos de aprendizado de
maquinas, um ramo especifico dentro da Inteligéncia Artificial (DUTTA, 2017; LEAL et
al., 2018).

A doenga renal cronica, Diabetes Mellitus e diferentes formas de neoplasias sdo
exemplos de doencas ndo infecciosas que possuem trabalhos aplicados a diagnostico
salivar por emprego de ATR-FTIR com comparagdo de perfis espectrais por analise
computacional (CAIXETA et al., 2020, 2023; RODRIGUES et al., 2019). No ambito das
patologias infeciosas, a infeccdo por Zika virus também possui dados a respeito do
emprego da metodologia (OLIVEIRA et al., 2023). A detecgdo de patologias por meio da
metodologia de ATR-FTIR destaca-se por ser considerada uma tecnologia sustentavel
pois ndo demanda utiliza¢do de de reagentes e ndo produz residuos toxicos. Outro fator
de destaque para a técnica é o potencial de rapido processamento das amostras,
conseguindo assim uma maior agilidade na liberagdo dos resultados ao pacientes

(CAIXETA et al., 2023)

2.0 -OBJETIVO

2.1 - Objetivo geral

Desenvolver uma plataforma portatil sustentavel para detec¢do rapida do H.
pylori na saliva baseado em tecnologia ATR-FTIR acoplada a algoritmos de inteligéncia

artificial.

2.2 - Objetivos especificos

e Identificar os principais modos vibracionais no espectro de infravermelho que

discriminam a presenca do H. pylori .
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e Identificar os melhores algoritmos de aprendizado de maquina capazes de

identificar o do H. pylori na saliva.

3.0 — APRESENTACAO

A presente dissertagdo apresenta formato alternativo com os resultados
dispostos em formato de manuscrito a ser submetido ao periédico “Scientific Reports”
com fator de impacto 4.997, cuja os critérios para submissdo estdo disponiveis em:

https://www.nature.com/srep/author-instructions/submission-guidelines
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ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) infection can increase the risk of peptic ulcers and
gastrointestinal neoplasms. H. pylori detection in gastric epithelial tissue collected by
esophagogastroduodenoscopy (EGD) is an invasive, expensive, and complex execution
procedure, reducing access for isolated populations. H. pylori detection by Urea Breath
Test (UBT) presents high cost with limited access in low- and middle-income countries.
In this context, it is critical to develop novel alternative non-invasive platforms for the
portable, fast, and reagent-free detection of H. pylori. Here, we used attenuated total
reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) supported by Machine
Learning algorithms to identify infrared vibrational modes of H. pylori diluted in human
saliva. To perform it, saliva was diluted in 4 different concentrations (10> CFU/mL, 10’
CFU/mL, 10° CFU/mL, and 10° CFU/mL) of H. pylori. Then, diluted saliva with or
without H. pylori were applied to ATR-FTIR spectroscopy to perform a reagent-free, fast,
and sustainable analysis of spectral signatures to identify unique vibrational modes to
identify this pathogen. The obtained spectra were applied to Linear Discriminant Analysis
(LDA) and Support Vector Machine (SVM) algorithms to perform the H. pylori detection.
The best discrimination performances obtained from the concentrations ranged from 85%
to 94% of accuracy, reaching 89% for 108 CFU/mL, 93% for 10" CFU/mL, 94% for 10°
CFU/mL, and 85% for 10° CFU/mL. The data demonstrate that this proof-of-concept
study has significant potential for the non-invasive detection of H. pylori using a
biophotonic platform supported by artificial intelligence without the use of reagents with

human saliva samples obtained by self-collection.

KEY-WORDS: ATR-FTIR; Helicobacter pylori; Gastrointestinal infection;

screening test; salivary detection; saliva, non-invasive test; machine learning algorithms.
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INTRODUCTION

Helicobacter pylori is a gram-negative, highly prevalent bacterium, commonly
found in the internal mucosa of human stomach. This pathogen is of great medical
importance since it is the main etiological agent of chronic gastritis, directly linked to
peptic ulcer disease, gastric cancer, and several other gastrointestinal diseases '
Although there is a considerable degree of heterogeneity in different regions, the
estimated global H. pylori prevalence was 43,1% in 2022 3. The statistics may be even
higher since there are limitations in epidemiologic survey conduction and large-scale H.
pylori diagnosis in several countries. There is a significant challenge in mapping accurate
epidemiological data on the occurrence of H. pylori infection due to economic and
geographic limitations in low- and middle-income countries (LMICs) **. The economic
and social development differences are further evidenced by the higher H. pylori
prevalence in LMICs compared to high-income countries 7.

H. pylori produces large amounts of urease in gastric tissues, which is critical for
H. pylori survival in the stomach despite the acidic milieu®. The currently employed
diagnostic methods are usually performed by primarily detecting products of urease
reaction. This evaluation can be performed by rapid indirect detection tests, such as the
rapid gastric urea test, obtained by esophagogastroduodenoscopy (EGD)’®. Besides,
direct detection tests are also used to confirm the results of indirect rapid tests. Polymerase
Chain Reaction (PCR) or bacterial culture of gastric tissues are confirmatory methods for
H. pylori detection with samples collected by EGD®!. Alternatively, fecal antigen tests
are also applied in follow-up treatment and diagnosis. The Urea Breath Test (UBT) is a
non-invasive alternative test that performs indirect urea detection through exhaled air,
however, this test presents a high cost for LMIC. The gastric infection with urease-
positive bacteria and other gastrointestinal bacteria that produce urease also induces a
false-positive reaction in UBT®. Therefore, it is critical to develop novel low-cost
diagnostic strategies for non-invasive H.pylori detection %12,

The attenuated total reflection Fourier-transform infrared spectroscopy (ATR-
FTIR) has been applied to perform novel detection tests for several systemic diseases'>.
ATR-FTIR is a fast-processing platform, highly sensitive, and reagent-free, thus
providing a sustainable and environmentally friendly method for the identification of

spectral signatures from unique molecules in biofluids for each specific disease '*'°.

Saliva offers a non-invasive, low-cost, and simple method of collection for the patient '°

The application of saliva on the ATR-FTIR platform permits the detection of several
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compounds !7 protein components such as amide I (~1636 cm™), amide II (1549 cm™),
and amide III (1350 and 1244 cm™), as well as methyl vibrations of peptides (1450 cm"
1. Besides, lipids (fatty acids) can also be detected at ~2900 and 1404 cm’1, nucleic acids
at 1080-1070cm™ and carbohydrates such as glycogen, glucose, and fructose can be
detected at 1045cm™ 718, ATR-FTIR technology associated with multivariate analysis of
saliva spectra can be potentially used in diagnostic and prognostic applications in several
other infections '4. Salivary diagnostics based on ATR-FTIR have been effectively
applied in tests for infectious and chronic diseases such as COVID-19, diabetes mellitus,
and chronic kidney disease for animal models and human samples'®2!.

It has been reported that the oral cavity becomes an extra gastric reservoir for H.
pylori and detection of the pathogen in oral fluids such as saliva and dental biofilm has
been recorded *2. PCR and antibody identification tests are examples of diagnostic
applications for the detection of H. pylori in saliva, however, alternative techniques
involving electrochemical sensors and lateral flow immunoassays are also described for
this pathogen detection 2>,

In the present study, experimental procedures were performed to test the
hypothesis that infrared spectroscopy coupled with machine learning is accurate for H.
pylori detection in human saliva. Therefore, this study aimed to evaluate the accuracy,
sensitivity, and specificity of the ATR-FTIR platform coupled with machine learning

algorithms for salivary detection of H. pylori in different concentrations. Thus,

developing a novel sustainable, portable, fast, and non-invasive detection platform for H.

pylori.

Materials and Methods

Bacterial strain

The strain used in this study was provided by the American Type Culture
Collection (ATCC) - Helicobacter pylori (ATCC 43504) and it is part of the culture
collection of the Laboratory of Antimicrobial Testing (LEA) at the Federal University of
Uberlandia (UFU). Bacteria were kept under cryopreservation (-80°C) in Brucella broth
(Difco Labs, Detroit, MI, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum. For the tests,
H. pylori (ATCC 43504) was seeded on Brucella agar (Difco) supplemented with 5%
defibrinated horse blood, 10% fetal bovine serum, and Brucella broth (Difco)

supplemented with 10% fetal bovine serum. Then, bacteria were incubated in a CO2
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incubator (Panasonic Biomedical, Netherlands, Amsterdam) at 37°C for 72 hours in an

atmosphere containing 10% COs.

Saliva Collection

Experimental procedures were carried out following the Declaration of Helsinki
and were approved by the Ethical Committee at the Federal University of Uberlandia
(CAAE: #58115222.5.0000.5152). Written informed consent was obtained from the
participants of the present study before sample collection. The non-stimulated saliva
collections from human participants were performed using a standard 15 mL

polypropylene tube for 5 minutes 2.

The collections were performed at the
Nanobiotechnology Laboratory at UFU. Saliva was collected from 10 different sources,
and then all the material obtained was mixed in the form of pooled saliva, which was used
to prepare the samples. Among the participants who donated saliva were 3 men and 7

women, all in the age group of 20 - 44 years.

Sample Preparation

The samples were prepared through a serial dilution process of H. pylori in saliva
according to the standards of McFarland's microbiological scale, following the values of
108,107, 10°, and 10° Colony Forming Units (CFU/mL). For the initial dilution of the first
sample at 10° CFU/mL of H. pylori, a volume of sterile Ultrapure Type 1 water was
added to the sample for optical compensation and possible confirmation of the scale.
Thus, containing an initial volume of 2mL, consisting of 1mL of water and 1mL of saliva,
this sample was used only as a starting medium for the initial serial dilution process and

was not used as a sample.

The samples for the next concentrations, which were used as data for result
computation, were obtained through a standard procedure of serial dilution. 100 pL of the
first sample were transferred into a serial sequence to the next tubes, where at the end 100
uL were discarded, obtaining the following concentrations: 108, 107, 10% and 10°
(CFU/mL) of H. pylori. The dilution was performed using pure saliva and to prepare the
vehicles samples as controls for the statistical comparisons, the same procedures were

performed, however, without the incorporation of bacteria.
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The spectrum collection was performed on different days following this protocol,
using the same pool of saliva, in all dilutions, to avoid external problems related to
pipetting and external errors. A total of nine equal dilution procedures were performed,
and each sample obtained was applied in triplicate, thus 27 spectra were collected for
each concentration and vehicle sample, totaling 216 spectra obtained and submitted to the
algorithms analysis. The representative scheme of the dilutions performed is shown in

Figure 1:
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Figure 1. Schematic demonstration of the performed serial dilution and identification of the samples. (A)

Dilutions with H. pylori at 108, 107, 10°, and 103 CFU/mL samples were used for the analysis. (B) Dilutions
without H. pylori with the preparation of the vehicle samples.
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ATR-FTIR spectroscopy

The FTIR Benchtop System Cary 630 FTIR Spectrometer coupled to a diamond
ATR was used for infrared analysis. The spectra were acquired using an FTIR mode over
the range 4000650 cm™ ! in which 2pL of each sample were inserted directly into the
crystal. The applied samples were allowed to dry at room temperature (23°C £ 1°C) in a
laminar compartment with activated airflow for 5 minutes. Each sample was analyzed in
triplicate, in nine rounds for each bacterial concentration and respective matched-control

sample.

Data Analysis with Machine Learning

The infrared vibrational profile was analyzed coupled to machine learning
computational methodology in different concentrations of H. pylori in saliva samples.
Firstly, the spectral data were truncated with the biofingerprint region (1800-900 cm—1).
Three configurations of data preparation and pre-processing were then considered: (1) raw
data, (ii) Savitzky-Golay filter methods (four-order polynomial in an twenty five points
window and first-order derivative) followed by vector normalization, and (ii1) rubberband
baseline correction followed by amida I normalization. Two supervised learning
techniques were considered for spectra analysis: Linear Discriminant Analysis (LDA)
and Support Vector Machine (SVM). A five-fold stratified cross-validation was
performed to evaluate the prediction power of LDA and SVM over different H. pylori
concentrations. In such procedure, the spectra were grouped into five subsets, then four
subsets were used to train the algorithm and one was used exclusively to analyze its
sensitivity, specificity, and accuracy. This strategy was repeated three times using
different subset configurations to obtain a robust predictive performance of the

algorithm.'®,

RESULTS
The averages of the spectra obtained from the samples of different concentrations
were plotted in graphs for both H. pylori and matched-control samples in Figure 2, which

shows the spectra after the vector normalization. In the graphs, the regions of amide I

(1636 cm™); amide II (1549 cm™); amide III (1350-1244 cm !); methyl vibrations of

37



peptides (1450 cm™'); regions of lipids (fatty acids) and amino acids (1404 cm™), nucleic
acids and carbohydrates (glycogen glucose, fructose) (1080-1045cm™) were

discriminated.
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Figure 2. Mean spectra after vector normalization for all dilutions of H. pylori and respective vehicle

groups, represented in full, with an indicative demonstration of the specific spectral registers identified and

discriminated in the spectral plots: (A) amide I (1636 cm™"), (B) amide II (1549 cm™') (C) methyl vibrations

of peptides (1450 cm™"). (D) of lipids (fatty acids) and amino acids (1404 cm™"), (E) amide IIT (1350-1244
cm ), (F) nucleic acids and carbohydrates (1080 - 1045¢cm™).

Figure 3 shows the spectral mean patterns for each dilution of the samples with
bacteria added, along with the respective vehicle group in spectrum (4000-800 cm™).
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Figure 3: Original spectra after vector normalization for each dilution of H. pylori and its respective

vehicle group, plotted to compare with the spectral: A) H. pylori 108 CFU/mL; B) H. pylori 107 CFU/mL;
C) H. pylori 10° CFU/mL; D) H. pylori 10° CFU/mL.
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All infrared spectra were submitted to data analysis procedures by Linear
Discriminant Analysis (LDA) and Support Vector Machine (SVM) algorithms to generate
the discriminatory accuracy for this salivary test. This biophotonic test to detect H. pylori
in human saliva presented an accuracy of 94%, with a sensitivity of 100%, and specificity
of 89% to the concentration of 1028 CFU/mL of H. pylori under pre-processed spectra
followed by Rubberband+Amide I normalization in SVM algorithm. Besides, the
concentration of 108 CFU/mL the LDA algorithm achieved 85% of accuracy, 93% of
sensitivity, and 78% of specificity to discriminate from vehicle samples.

The discrimination between the vehicle and 10’ CFU/mL of H. pylori presented
an accuracy of 93%, a sensitivity of 85%, and a specificity of 100% when coupled to the
SVM algorithm. The discrimination between the vehicle and 10’ CFU/mL of H. pylori
had accuracy, sensitivity, and specificity of 93% coupled to the LDA algorithm when
spectra were preprocessed in the Savitzky-Golay filter.

The discrimination performance between 10°® CFU/mL of H. pylori and vehicle
samples in the SVM algorithm had 89% of accuracy, 81% of sensitivity, and 96% of
specificity. When we applied the LDA algorithm, the accuracy was 93% of accuracy,
96% of sensitivity, and 89% of specificity using raw data.

Finally, the performance to discriminate 10° CFU/mL of H. pylori between
vehicle samples in raw spectra presented 85% of accuracy, 81% of sensitivity, and 89%
of specificity in SVM for the raw data and for the Rubberband+Amide I pre-processing
data. The LDA analysis for the raw data obtained similar performance of SVM algorithm.

The complete data are presented in Table 1.
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Table 1: Performance of Linear Discriminant Analysis (LDA) and Support Vector
Machine (SVM) to discriminate different concentrations of diluted saliva samples with
Helicobacter pylori by ATR-FTIR spectroscopy

Sample Algorithm Pre-processing Accuracy Sensitivity Specificity

Raw data 0,65 0,56 0,74

LDA Rubberband+Amide 1 0,63 0,67 0,59

H. fg}’é‘"’i Savitzky-Golay 0,65 0,63 0,67
CFU/mL Raw data 0,89 0,81 0,96
SVM Rubberband+Amide 1 0,81 0,81 0,81
Savitzky-Golay 0,78 0,56 1,00

Raw data 0,81 0,85 0,78

LDA Rubberband+Amide I 0,81 0,85 0,78

H. i’gf‘”i Savitzky-Golay 0,93 0,93 0,93
CFU/mL Raw data 0,93 0,85 1,00
SVM Rubberband+Amide 1 0,87 0,89 0,85
Savitzky-Golay 0,89 1,00 0,78

Raw data 0,93 0,96 0,89

LDA Rubberband+Amide 1 0,85 0,93 0,78

H. %g"”' Savitzky-Golay 0,91 1,00 0,81
CFU/mL Raw data 0,93 1,00 0,85
SVM Rubberband+Amide I 0,94 1,00 0,89
Savitzky-Golay 0,91 1,00 0,81

Raw data 0,85 0,81 0,89

LDA Rubberband+Amide I 0,70 0,56 0,85

H. {’Oyg"’i Savitzky-Golay 0,61 0,52 0,70
CFU/mL Raw data 0,85 0,81 0,89
SVM Rubberband+Amide I 0,85 0,93 0,78
Savitzky-Golay 0,83 0,85 0,81

The SHapley Additive exPlanations (SHAP) plot explain the main vibrational
modes used for the assembly of SVM algorithms in the spectra to detect H. pylori in
human saliva as depicted in Figure 4. The vibrational modes at 1561.75 cm™!, 1558.96
cm’!, 1538.46 cm™', 1490 cm™!, and 1549.64 cm™! were the main attributes used in those

algorithms. The region of 1059.5 cm™ was also employed for this differentiation. In
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general, it can be stated that the main points of discrimination of the results are present in
the spectral band region of amide II.

Figure 4: SHAP plot for the main vibrational modes selected by SVM to obtain the classification of
different concentrations of H. pylori diluted in human saliva.
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DISCUSSION

The results obtained in this study suggest adequate values of accuracy, sensitivity,
and specificity for the detection of H. pylori in human saliva samples. The best-
performing SVM algorithms to detect H. pylori had accuracy between 81~94% to 108,
107, 10% and 10° (CFU/mL) of H. pylori. Altogether, although a salivary analysis
comparing the saliva of patients with and without contamination with H. pylori is
necessary, it demonstrates that this biophotonic platform coupled with learning machine
algorithms presents promising results for H. pylori detection in human saliva and could
be used alternatively to identify H. pylori infection by detecting this bacteria in a reagent-
free, fast, sustainable and non-invasive screening or diagnostic platforms.

Currently, in the perspective of the need for early identification of H. pylori
infection, novel diagnostic alternatives are being developed. The Urea Breath Test (UBT)
can indirectly detect H. pylori through the urease enzyme in exhaled air marked with
carbon isotopes such as *C or '*C '?. However, the UBT technique requires sophisticated
and high-cost equipment, and the collection procedures demand a high level of training,

thus offering restricted access in LMICs that present a high prevalence of infection *.
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Thus, the development of low-cost and non-invasive techniques can be critical for
countries and geographical centers that present greater demand 2°. In this context, the 4.
pylori detection using human saliva samples, without reagents, as presented in this study,
could be an innovative alternative for this pathogen detection issue.

The EGD, the current invasive method presented as the "gold standard", presented
a sensitivity, specificity, and accuracy at 90%, 100% and 93%, respectively "*°. The
modern non-invasive standard UBT presents the highest sensitivity (90-96%) and
specificity (88-98%), while accuracy data is estimated to be over 90%. Stool antigen tests
are still used as an alternative non-invasive method, but with limitations mainly linked to
the prevalence of the pathogen after treatment, indicating sensitivity, specificity, and
accuracy data of 95%, 74%, and 75% respectively>'>%°,

Saliva is a useful diagnostic tool because that can be easily and non-invasively
collected by people with minimal training, making it a cost-effective option for large-
scale screenings . Saliva can also be used to diagnose conditions specific to individual
salivary glands and microbial behavior 27. The saliva collection process poses little risk
of infection and is suitable for use with patients who may have difficulty with blood draws
28 The association of saliva and ATR-FTIR has already been described as an effective
tool for systemic disease screening '®?’ Notwithstanding, saliva samples have also
presented significant results for the detection of H. pylori genes in PCR methodology %.
Novel salivary electrochemical platforms and salivary immunochromatographic assay
technologies also demonstrate excellent results for detection of H. pylori **. The
salivary identification of bacteria through the ATR-FTIR technology is extremely
valuable since it is portable, sustainable, low cost, and possible to be done through self-
collection of samples, without invasive procedures for the patient'®3°. Therefore, our
results indicate promising data to be used in biophotonic platforms for H. pylori detection
in self-collected saliva samples.

It is critical to consider the time to obtain and prepare the samples on the salivary
biophotonic platform proposed here, this platform has the potential to reduce the time of
analysis that each device can perform in a decentralized laboratory. A diagnostic platform
using spectroscopy coupled to a computational algorithm was evaluated, presenting a

32, In the current methodologies,

capacity of approximately 12 analyses per hour
involving endoscopic processes, the processing is done with a maximum limit of 2
patients per hour for collecting and obtaining samples, not counting the test processing
time .
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Early treatment for H. pylori infections is critical to reduce serious consequences
of this infectious disease, such as peptic ulcer and gastrointestinal neoplasms>**. The
initial control of the bacteria ensures that the patient is more resistant to possible
ulcerative lesions, especially stomach ones, that H. pylori can cause in the host organism
2. In this context, the realization of a faster diagnostic process is essential to reduce the
lines for more detailed detection procedures. Therefore, this proposed ATR-FTIR
platform supported by artificial intelligence presents a potential for a quick and easy test

detection of H. pylori.

CONCLUSION

These data indicate ATR-FTIR coupled with LDA and SVM algorithms as an
innovative alternative to detect unique vibrational modes of Helicobacter pylori in human
saliva samples, suggesting that this sustainable, portable, fast, and non-invasive platform

needs to be tested in large-scale samples for potential early detection or screening of H.

pylori.
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5.0 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos no trabalho indicam que o ATR-FTIR, associado aos
algoritmos LDA e SVM, ¢é uma alternativa inovadora para detectar modos vibracionais
exclusivos do Helicobacter pylori em amostras de saliva humana, sugerindo que essa
plataforma sustentavel, portatil, rapida e ndo invasiva precisa ser testada em amostras de

grande escala para possivel detec¢do precoce ou triagem do H. pylori.
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