
I 
 

Deborah Cristina Teixeira Alves 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagnóstico salivar do Enterovírus 71 por meio de 

espectroscopia ATR-FTIR acoplada a algoritmos de 

inteligência artificial 

Salivary diagnosis of Enterovirus 71 using ATR-FTIR spectroscopy 

coupled with artificial intelligence algorithms 

 

 

Dissertação apresentada à Faculdade de 

Odontologia da Universidade Federal de 

Uberlândia como requisito parcial para obtenção 

do título de Mestre em Odontologia na Área de 

Clínica Odontológica Integrada. 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia, 2024 



II 
 

Deborah Cristina Teixeira Alves 

 

 

Diagnóstico salivar do Enterovírus 71 por meio de 

espectroscopia ATR-FTIR acoplada a algoritmos de 

inteligência artificial 

Salivary diagnosis of Enterovirus 71 using ATR-FTIR spectroscopy 

coupled with artificial intelligence algorithms 

 

Dissertação apresentada à Faculdade de Odontologia 

da Universidade Federal de Uberlândia como 

requisito parcial para obtenção do título de Mestre em 

Odontologia na Área de Clínica Odontológica 

Integrada. 

Orientador: Prof. Dr. Robinson Sabino-Silva 

Co-orientador: Profa. Dra. Ana Carolina Gomes Jardim 

 

Banca Examinadora: 

Prof. Dr. Robinson Sabino-Silva 

Prof. Dr. Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira 

Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro Tanomaru 

Suplentes: 

Profa. Dra. Ana Paula Turrioni Hidalgo 

Profa. Dra. Renata Pereira Georjutti 

 

 

Uberlândia, 2024 



III 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 
 

 

 

 

 



V 
 

 

 

 

 

 



VI 
 

DEDICATÓRIA 

 

 Dedico meu mestrado aos meus pais, Tereza e Cleber, que jamais 

mediram esforços e recursos para que eu pudesse estar aqui hoje. São meu 

alicerce, minha base e meu conforto, onde encontro amor e acolhimento em 

qualquer hora e qualquer lugar. 

 Aos meus irmãos, Raphael e Giovanni, que fazem minha vida ser 

infinitamente mais feliz, menos solitária e indiscutivelmente mais divertida. São os 

maiores presentes que Deus me deu. 

 Ao meu namorado, Leandro, quem compartilhou parte dessa jornada 

comigo. Meu porto seguro, meu melhor amigo e meu maior incentivador. A surpresa 

mais grata do meu mestrado. 

 À Fernanda, Mirlany, Sttephany, Anna Giulia, Karen, Térsia, Calebe e 

Carola, meus amigos do coração que caminharam comigo nesse processo, foram 

meus ouvintes, confidentes e fizeram minha jornada infinitamente mais feliz. 

 Á minha pequena grande família, composta pelos meus tios Gracinha e 

Jairo, e pelos meus primos Eduardo, Hugo, Bernardo, Juliane, Carol, Heloísa e 

Laura. Mesmo distantes, sempre se mostram presentes e com toda certeza foram 

fundamentais para que eu chegasse tão longe. 

 A Deus, por suas mãos sempre presentes na minha vida. Me guiando, me 

guardando, me cuidando e me dando forças. Por jamais me abandonar, quando eu 

mesma já havia me abandonado. Por me mostrar que o caminho que o Senhor 

escolheu é sempre melhor. Por derramar suas bênçãos sobre minha família e as 

pessoas que amo. Nunca estive sozinha, o Senhor sempre esteve comigo. 

 Em especial, em memória do meu tio José Eustáquio de Moura, quem eu 

jamais imaginei que agora estaria nos braços do Senhor. Meu tio foi poeta, sem 

jamais ter publicado seus inúmeros poemas e livros. Foi o maior sábio que já 

conheci, sem nunca ter feito faculdade. E era amor por onde passava. Ainda é 

amor. Sua falta jamais deixará de ser sentida aqui. E para sempre será lembrado 

pelo seu sorriso largo e por ser o melhor ouvinte que já conheci. Descanse em paz, 

tio. 



VII 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 Gostaria de expressar minha gratidão ao meu orientador, Prof. Dr. 

Robinson Sabino-Silva pela oportunidade de ter sido orientada por um profissional 

tão exemplar. Seu conhecimento, orientação e apoio ao longo da minha trajetória 

foram fundamentais para meu desenvolvimento acadêmico e profissional. 

Agradeço por sua paciência, sua disponibilidade, seu constante incentivo e seu 

comprometimento com seus orientandos. Foi um enorme privilégio ser orientada 

por um profissional tão excepcionalmente dedicado à ciência e com tamanha 

compaixão como ser-humano. Obrigada por confiar em mim esse trabalho que sinto 

tanto orgulho! 

 Agradeço à Faculdade de Odontologia e ao Programa de Pós-Graduação 

em Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia pela oportunidade de 

formação profissional e acadêmica em uma instituição de ensino de tamanha 

importância e qualidade. Agradeço por todo o suporte oferecido pelos professores 

e pela secretaria, que foram fundamentais para minha formação e produção 

acadêmica. E por toda a estrutura oferecida, que proporcionam um ambiente 

enriquecedor de aprendizado e construção de conhecimento científico.   

 Agradeço aos meus colegas do Grupo de Pesquisa e Inovação em 

Diagnóstico Salivar e Nanobiotecnologia (SALIVANANO) por todo o auxílio durante 

minha trajetória. Obrigada por compartilharem seus conhecimentos e por 

contribuírem ativamente para meu desenvolvimento como pesquisadora. Sinto 

muito orgulho em fazer parte de um grupo tão competente e com profissionais tão 

dedicados e qualificados. 

 Agradeço ao LAPAV, em especial ao Igor Andrade e à Profa. Dra. Ana 

Carolina Gomes Jardim por contribuírem com a minha pesquisa e por sempre se 

disponibilizarem a trabalhar em conjunto com nosso grupo. Com toda certeza, essa 

contribuição é essencial e enriquecedora para nossas produções acadêmicas.   

 Expresso minha gratidão aos voluntários da minha pesquisa, que 

tornaram esse trabalho possível. 



VIII 
 

Por fim, gostaria de agradecer à CAPES, CNPq e FAPEMIG por todo o 

suporte financeiro para a pesquisa e pela minha bolsa de estudos, que foram 

fundamentais para que esse trabalho pudesse ser desenvolvido. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IX 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos os homens têm uma história para contar 

Todos os homens têm uma ferida e uma flor 

No seu padecimento 

Todos têm uma lâmpada e uma sombra 

Ardendo e obscurecendo caminhos 

Cegando ou ampliando os espinhos 

Todos os homens têm uma história para contar 

Uma esfera rodopiando dentro da cabeça 

Todos os homens são mestres e leigos 

Aprendendo e desaprendendo verdadeiramente a amar 

Uma coragem e uma covardia a contagiar 

Todos os homens têm uma história para contar 

Todos os homens têm um olhar triste e  

Uma explosão de esperança 
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RESUMO 

 

A infecção pelo Enterovírus 71 (EV71) está associada à diversas doenças, entre 

as mais comuns se encontram a doença mão-pé-boca (DMPB) e a herpangina. 

Essas doenças são, normalmente, autolimitantes e causam sintomas leves. 

Entretanto, devido ao neurotropismo do vírus, podem ocorrer algumas 

complicações graves como meningite asséptica, paralisia flácida aguda e 

meningoencefalite. As doenças relacionadas ao EV71 acometem adultos, 

adolescentes e crianças. Surtos da DMPB causados pelo EV71 frequentemente 

ocorrem em todo o mundo, especialmente na região do Pacífico-Ásia. Os atuais 

métodos diagnósticos para a detecção viral do EV71 incluem o isolamento viral, 

reação em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) e teste de 

neutralização. Porém, são técnicas demoradas, com reagentes tóxicos, de alto 

custo e que requerem primers específicos e treinamento especializado. Apesar 

de presente na orofaringe, estudos sobre a utilização da saliva como fluido 

diagnóstico para o EV71 são escassos. Nesse contexto, o presente trabalho teve 

como objetivo investigar a acurácia de uma técnica sustentável, rápida e custo-

efetiva baseada na Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier 

com Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR) para detectar o EV71 em 

diferentes diluições de saliva humana. A saliva foi coletada de 10 indivíduos 

saudáveis e cada amostra foi submetida a uma diluição seriada em dez vezes 

com EV71 partindo da concentração de 1x107 unidades formadoras de partícula 

por mililitro (UFP/mL). O conjunto de dados consistiu em 90 amostras de saliva 

infectada ou não infectada. Para saliva infectada foram realizadas 10 análises 

de cada diluição: 1x107, 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 e 1 UFP/mL 

totalizando 80 amostras de saliva infectada. Uma alíquota não-infectada de cada 

paciente foi separada e utilizada como controle, totalizando 10 salivas não-

infectadas controle. O ATR-FTIR acoplado a quatro diferentes algoritmos de 

inteligência artificial (Adaptative Boosting, Artificial Neural Networks, Random 

Forest, e Support Vector Machine) foi utilizado para detectar o EV71 diluído nas 

8 diferentes concentrações. O algoritmo que obteve melhores resultados foi o 

Adaptative Boosting (AdaBoost) com acurácia de 70%, sensibilidade de 70% e 

especificidade de até 80% na concentração de 1x107 UFP/mL. Esse estudo de 
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prova de conceito demonstrou o potencial do ATR-FTIR como uma plataforma 

livre de reagentes, sustentável e que necessita de um volume ultra-baixo de 

saliva para detecção do EV71 em concentrações maiores que 1x107 UFP/mL. 

 

Palavras-chave: Enterovirus 71 humano, Espectroscopia Infravermelho por 

Transformada de Fourier, saliva. 
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ABSTRACT 

 

Enterovirus 71 (EV71) infection is associated with various diseases, with hand, 

foot, and mouth disease (HFMD) and herpangina being among the most 

common. These diseases are typically self-limiting and cause mild symptoms. 

However, due to the virus's neurotropism, severe complications can occur, such 

as aseptic meningitis, acute flaccid paralysis, and meningoencephalitis. EV71-

related illnesses affect adults, adolescents, and children. HFMD outbreaks 

caused by EV71 often occur worldwide, especially in the Asia-Pacific region. 

Current diagnostic methods for EV71 viral detection include viral isolation, 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), and neutralization 

testing. However, these techniques are time-consuming, involve toxic reagents, 

are costly, and require specific primers and specialized training. Despite the virus 

being present in the oropharynx, studies on using saliva as a diagnostic fluid for 

EV71 are limited. In this context, this study aimed to investigate the accuracy of 

a sustainable, rapid, and cost-effective technique based on Attenuated Total 

Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) to detect EV71 

in different dilutions of human saliva. Saliva was collected from 10 healthy 

individuals, and each sample underwent tenfold serial dilution with EV71 starting 

from a concentration of 1x107 plaque-forming units per milliliter (PFU/mL). The 

dataset comprised 90 samples of infected or non-infected saliva. For infected 

saliva, 10 analyses were performed for each dilution: 1x107, 1x106, 1x105, 1x104, 

1x103, 1x102, 10 e 1 PFU/mL, totaling 80 samples of infected saliva. A separate 

aliquot from each sample was set aside and used as a control, totaling 10 control 

saliva samples. ATR-FTIR coupled with four different artificial intelligence 

algorithms (Adaptive Boosting, Artificial Neural Networks, Random Forest, and 

Support Vector Machine) was used to detect EV71 diluted at eight different 

concentrations. The Adaptive Boosting (AdaBoost) algorithm achieved the best 

results with an accuracy of 70%, sensitivity of 70%, and specificity of up to 80% 

at a concentration of 1x107 PFU/mL. This proof-of-concept study demonstrated 

the potential of ATR-FTIR as a reagent-free, sustainable platform requiring an 

ultra-low saliva volume for detecting EV71 at concentrations greater than 1x107 

PFU/mL. 
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1. INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1 Enterovirus 71 (EV71) 

 

O Enterovírus 71 é um vírus de RNA, pertencente ao gênero 

Enterovirus e à família Picornaviridae1-3. Foi primeiramente isolado nos Estados 

Unidos e identificado por Schimidt et al. (1974) como o vírus causador de 

doenças com acometimento do sistema nervoso central (SNC) que ocorreram 

entre 1969 e 1973 na Califórnia4. Sua partícula é não-envelopada, simétrica, com 

genoma de RNA positivo de fita simples e possui capsídeo icosaédrico de 20-30 

nm3,5. O capsídeo do EV71 possui 60 protômetros idênticos, cada um contendo 

4 proteínas estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4 (figura 1). Além das proteínas 

estruturais, o EV71 possui, também, 7 proteínas não-estruturais: 2A, 2B, 2C, 3A, 

3B, 3C e 3D3,5.  

 

 
Figura 1. Estrutura do EV71. As proteínas estruturais VP1, VP2 e VP3, juntas, 

formam uma unidade denominada protômero. O conjunto de cinco protômeros 

forma um pentâmero que, juntamente com outros pentâmeros, configura o 

capsídeo viral (A). VP1, VP2 e VP3 se encontram na parte externa do virion, 

enquanto VP4 está na parte interna (B). Imagem modificada de: Yi, Shin, Kim J., 

Kim T., Chang (2017). 

 

A proteína estrutural VP1 é composta por 297 aminoácidos e se 

destaca por conter epítopos de ligação aos receptores de células humanas, 

principalmente os receptores PSGL-1, presente em células imunológicas como 

linfócitos, e SCARB2, expresso em inúmeros tipos celulares, incluindo 

neurônios, e é responsável pela infecção do EV71 no SNC. A proteína VP1 está 

Pentâmero 

Protômero 

A B 
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relacionada ao neurotropismo e virulência do EV715,6,7. A VP2 contém 254 

aminoácidos e possui inúmeros epítopos de neutralização. A VP3 consiste em 

245 aminoácidos e possui epítopo conformacional que a difere de outros 

enterovírus e torna a VP3 um possível alvo para diagnóstico diferencial. A 

proteína VP4 contém 69 aminoácidos e, diferentemente das proteínas estruturais 

anteriores, é expressa na região interna do virion e confere estabilidade ao 

capsídeo, além de também conter epítopos de neutralização5. 

Após a ligação do EV71 ao receptor de membrana da célula 

hospedeira, mudanças estruturais na cápsula viral ocorrem para que o RNA do 

vírus seja liberado no citoplasma da célula hospedeira. Por ser positivo, o RNA 

atua diretamente como RNA mensageiro. Apesar do EV71 não possuir o cap 5’ 

no genoma viral, o início da tradução ocorre por meio do sítio interno de entrada 

do ribossomo presente na região 5’UTR (do inglês: untranslated region), que 

forma uma única poliproteína que é clivada por proteases para formar as quatro 

proteínas estruturais e as sete proteínas não-estruturais do EV71, que participam 

de sua replicação viral. A protease 2A do vírus interrompe a síntese proteica da 

célula hospedeira, enquanto a síntese de proteínas virais permanece inalterada. 

A lise da célula hospedeira ocorre após a liberação da partícula viral formada8,9.  

 

1.2 Doenças relacionadas à infecção pelo EV71 

 

A infecção pelo EV71 está associada, mais comumente, a doenças 

como herpangina e doença mão-pé-boca (DMPB), que são, normalmente, 

autolimitantes e geram sintomas leves. Entretanto, devido ao seu alto 

neurotropismo, o EV71 pode causar complicações graves, como meningite 

asséptica, encefalite, meningoencefalite, paralisia flácida aguda e sepse 

neonatal, que podem ser fatais ou causarem sequelas significativas. Estima-se 

que aproximadamente 10-20% das infecções pelo EV71 evoluem para 

acometimento do sistema nervoso central1,3,8,10,11,24. 

Dentre as doenças geradas pela infecção pelo EV71, a DMPB se 

destaca por acometer, principalmente, crianças menores de 5 anos e por gerar 

surtos frequentes e relevantes em todo o mundo, especialmente na região do 

Pacífico-Ásia. É caracterizada por apresentar sintomas como perda de apetite, 

lesões ulcerativas em boca e erupções ou bolhas nas mãos, pés e região íntima, 
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que duram de 1-2 semanas e somem espontaneamente (figura 2)1,6,8,10,11. A 

herpangina também afeta principalmente crianças, porém apresenta 

sintomatologia caracterizada por exantemas vesiculares na garganta e palato 

mole, acompanhados por febre, dor de garganta e dor ao engolir. O sorotipo mais 

comumente relacionado à herpangina é o Coxsackievirus A617,18. Assim como a 

herpangina, a DMPB pode ser causada por outros vírus do gênero Enterovirus, 

como o sorotipo Coxsackievirus A16, por exemplo. Entretanto, o EV71 possui 

relevância por ser o sorotipo mais prevalente em inúmeros surtos e por sua 

predominância em casos graves ou fatais da DMPB6,11-13. Apesar de afetar 

crianças, em sua maioria, a DMPB também pode acometer adultos e 

adolescentes. Foram reportados casos de adultos imunocompetentes 

diagnosticados com a DMPB entre 2008 e 2013 na China, em sua maioria 

causados pelo EV71 e que apresentavam sintomas leves. No entanto, a 

pesquisa destacou que os adultos contribuíam para a transmissão ao 

negligenciarem a doença por apresentarem sintomas leves e, em muitos casos, 

assintomáticos14. Apesar de incomuns, casos fatais e com acometimento 

neurológico grave em adultos e adolescentes causados pela infecção pelo EV71 

já foram registrados na literatura15,16,21.  

O período de incubação do EV71 após a infecção é curto e varia entre 

2-7 dias. A replicação viral inicial ocorre no intestino delgado, na cavidade 

orofaríngea (amígdalas) e, 24 horas depois, nos gânglios linfáticos cervicais 

profundos e mesentéricos. A viremia ocorre após 72 horas e a infecção pode 

evoluir das seguintes formas: controle da infecção, sem apresentação de 

sintomas; lesões orais como único sinal; disseminação para a mucosa oral, mãos 

e pés, que resultam na apresentação dos sinais e sintomas típicos da DMPB; 

disseminação adicional para coração, baço, fígado, pulmão, pele, sistema 

nervoso central, dentre outros, concomitantemente com o início das 

características clínicas, que podem levar a complicações mais graves. No sétimo 

dia observa-se o aumento no nível de anticorpos, marcando o início da resolução 

da infecção8,19. Fatores de risco para a evolução grave da DMPB incluem: febre 

com duração maior que 3 dias, temperatura corporal acima de 37,5 ºC, vômitos, 

letargia, hiperglicemia e aumento do número de neutrófilos20.     
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Figura 2. Apresentação clínica da doença mão-pé-boca em criança (A e B) e 

adulto (C e D). Erupções maculovesiculares na região perioral (A), erupções 

maculopapulares em mão (B), lesões ulcerativas em mucosa oral (C) e erupções 

maculopapulares em pé (D). Imagens modificadas de: Ślebioda, Dorocka-

Bobkowska (2018) e Omaña-Cepeda et. al. (2016). 

 

 

1.3 Epidemiologia da infecção pelo EV71 

 

Muitos surtos da doença mão-pé-boca associada à infecção pelo 

EV71 têm sido relatados mundialmente desde os anos 70. Em 1973, no Japão, 

o vírus foi reconhecido pela primeira vez como o agente causador de uma 

epidemia da DMPB6,23. Apesar de o EV71 estar presente na maioria dos países, 

sua detecção apresenta maior prevalência na região do sudeste asiático e do 

Pacífico ocidental, onde diversos países como Vietnã, Singapura, Taiwan, 

Malásia e China sofrem com surtos cíclicos e frequentes da infecção desde o 

início do século XXI. De maio de 2008 a junho de 2014, foram registrados 

10.717.283 casos de doença mão-pé-boca (DMPB) na China, resultando em 

3.046 óbitos. Dentre os casos fatais, 84,02% correspondiam a crianças com 

menos de 2 anos de idade6,10,23-25. Em 2009, também na China, o EV71, 

representou 41% dos casos confirmados da DMPB em laboratório, porém foi o 

A B 

C D 
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sorotipo mais prevalente nos casos graves (81%) e fatais (93%)24. Todavia, 

apesar da região Ásia-Pacífico reconhecidamente possuir o maior número de 

casos da DMPB mundialmente, infecções pelo EV71 têm sido reportadas em 

todo o mundo, como nos Estados Unidos, México, Austrália, Peru, Brasil e países 

da Europa e África, o que torna a DMPB e suas complicações um problema de 

saúde pública mundial (figura 3)6,23,25,31-36. 

 

Figura 3. Países com casos reportados de infecção pelo EV71 em todo o mundo. 

Além do padrão geográfico anteriormente mencionado, a infecção 

pelo EV71 possui, também, um padrão sazonal. Países de clima tropical 

possuem surtos da infecção durante todo o ano, enquanto há uma 

predominância de epidemias durante o verão e o outono em países de clima 

temperado10,25,26. Existem várias teorias que buscam explicar o padrão sazonal 

da infecção pelo EV71. Essas teorias sugerem que variações na competência 

imunológica do hospedeiro, causadas por fatores sazonais como os níveis de 

melatonina ou vitamina D, podem desempenhar um papel importante. Além 

disso, fatores comportamentais sazonais, como a frequência escolar e a 

aglomeração em ambientes fechados, também podem influenciar a propagação 

do vírus e, por fim, fatores ambientais, como temperatura e umidade relativa, são 

considerados possíveis impulsionadores da infecção26. 
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A DMPB causada pelo EV71 acomete, principalmente, crianças do 

sexo masculino. Estudos mostraram maior prevalência no sexo masculino 

durante o surto da doença na China entre 2008-200927, em Shanghai entre 2007-

201028,29 e em Taiwan entre 2000-201230,37. O estudo de Yin et. al. (2014) em 

adultos com a DMPB observou uma prevalência levemente maior entre as 

mulheres (59,2%). Esse dado pode ser atribuído ao maior contato das pacientes 

do estudo com crianças, o que, por sua vez, aumenta o risco de contágio. Esse 

cenário é evidenciado pelo fato de que 41,4% das mulheres diagnosticadas com 

a DMPB eram professoras ou faziam parte de equipe médica14. A prevalência de 

herpangina e de outras doenças causadas pelo EV71 é pouco conhecida devido 

a falta de protocolos de diagnóstico implementados. 

 

1.4 Transmissão do EV71 

 

Os humanos são os únicos hospedeiros naturais do EV7137,38. A 

transmissão do EV71 ocorre através do contato com saliva, secreções 

respiratórias, fluidos presentes nas lesões cutâneas e fezes de pessoas 

infectadas. As vias de transmissão são fecal-oral, oral-oral, contato com 

gotículas respiratórias contendo o vírus ou através de fômites3,12,13,23,24. A alta 

transmissibilidade do EV71 está ligada à prolongada sobrevivência ambiental 

desses vírus, que podem persistir por mais de 24 horas em superfícies metálicas 

e são resistentes à etanol 70%, éter e pH ácido37,38. O intervalo de transmissão 

do vírus varia entre 1-15 dias37. Foi demonstrado que os enterovírus podem ser 

detectados em garganta entre 1-2 semanas após a infecção e nas fezes por até 

11 semanas39.  Apesar do EV71 permanecer por mais tempo nas fezes, sua 

carga viral é, aparentemente, maior na orofaringe. Pesquisas mostraram níveis 

maiores de isolamento do EV71 em swab de garganta (90%) comparados à swab 

retal e de fezes (32%)40. Hábitos de higiene precários, saneamento ineficaz e 

aglomeração de crianças em creches e escolas podem atuar como fatores de 

aumento da transmissibilidade do EV7138. A transmissão fecal-oral, em locais 

com níveis precários de higiene e saneamento, pode contribuir para surtos 

endêmicos na comunidade local, enquanto a transmissão via orofaringe e trato 
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respiratório, que possui maior carga viral, apesar de ter duração menor que as 

fezes, contribui para uma maior disseminação viral que pode culminar em 

epidemias do EV71 e, consequentemente, da DMPB/herpangina e suas 

complicações37,38. 

Além da aglomeração em creches e escolas, a transmissão familiar e 

entre indivíduos que coabitam a mesma casa é importante. Um estudo coorte 

prospectivo que analisou a transmissão familiar do EV71 em Taiwan encontrou 

os seguintes níveis de contágio entre parentes: 84% para irmãos, 83% para 

primos, 41% para os pais, 28% para avós e 26% para tios. A transmissão para 

os pais foi maior que para outros adultos, o que indica que o contato mais 

próximo e mais prolongado com indivíduos infectados facilita a transmissão do 

vírus. Não ocorreu diferença significativa entre pais e mães nessa pesquisa e foi 

possível concluir que as taxas de transmissão e a gravidade da infecção 

aumentam conforme a idade do infectado diminui, o que corrobora com o fato de 

que a doença afeta, principalmente, crianças. Uma explicação possível para 

esse fato é que a maioria dos adultos e crianças mais velhas já possuem 

anticorpos contra o EV71 ou vírus similares, ao contrário de crianças mais jovens 

que podem estar sujeitas à infecção primária. Outro fator a considerar é a higiene 

inadequada em crianças mais novas, que pode aumentar o risco de contato com 

uma carga viral mais elevada do EV71 e, dessa forma, resultar em casos mais 

graves da infecção37.  

Algumas medidas podem ser tomadas para prevenção da 

transmissão do vírus. Hábitos de higiene, como lavar as mãos, contribuem para 

uma menor transmissibilidade do EV71 pela via fecal-oral, entretanto são pouco 

eficazes para prevenção do contágio via gotículas de saliva e fômites. Para isso, 

é recomendado o isolamento do infectado, uso de máscaras e evitar convívio 

social entre 1-2 semanas após o contágio41.  

 

1.5 Tratamento e vacina para o EV71 

 

Apesar dos consideráveis esforços direcionados ao desenvolvimento 

de medicamentos antivirais por meio de diferentes abordagens, nenhuma terapia 
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antiviral específica para o EV71 está disponível atualmente para uso clínico e o 

tratamento é baseado no controle dos sintomas e manutenção da hidratação e 

nutrição adequadas do infectado3,10,42-44. Estudos sobre possíveis alvos 

terapêuticos anti-EV71 mostram que a infecção pelo vírus pode ser combatida 

em diferentes etapas de seu ciclo de vida, como adsorção, penetração, síntese 

de moléculas biológicas e replicação. Estratégias variadas têm sido empregadas 

para desenvolver medicamentos antivirais. Na fase de ligação do vírus às 

células, o fator plaquetário 4 (PF4) e heparina atuam como potentes inibidores. 

Durante a penetração do RNA viral no citoplasma, inibidores das proteínas 2Apro 

e 3Cpro foram identificados como alvos terapêuticos para impedir a replicação 

do EV71. Além disso, diversos produtos naturais e seus análogos mostraram 

atividade farmacológica na inibição do vírus, destacando-se como potenciais 

candidatos antivirais42,44-50.  

Todavia, o método mais eficaz para o controle das doenças 

relacionadas ao EV71 é a vacinação. Entre 2015 e 2016, 3 vacinas de EV71 

inativado criadas pela Sinovac, Vigoo e Academia Chinesa de Ciências Médicas 

(ACCM) foram aprovadas pela Administração de Alimentos e Medicamentos da 

China para uso comercial e têm sido aplicadas no país desde então, com público-

alvo focado em crianças de 6 meses a 5 anos de vida. Outras duas em 

desenvolvimento em Taiwan e Singapura estão em fase de testes em humanos 

(tabela 1)42, 51-54, 59,60. Uma significativa diminuição da morbidade e gravidade das 

infecções pelo EV71 pôde ser observada no país desde o início da vacinação da 

população, entretanto, os casos de DMPB causados por outros enterovírus 

aumentaram51. A eficácia da vacinação foi avaliada em estudo de fase IV com 

155.995 crianças entre 6 meses e 6 anos de vida, onde 40.724 indivíduos 

receberam duas doses da vacina com EV71 inativado em um intervalo de 1 mês 

e as crianças restantes foram designadas como grupo controle. A pesquisa 

demonstrou eficácia de 89,7% na proteção contra a infecção pelo EV7155. 

Entretanto, essas vacinas não foram aprovadas pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS), bem como outros órgãos regulamentadores mundialmente, 

devido ao grau limitado de proteção à genogrupos do EV71, à necessidade de 

padronização da medição de respostas imunes à vacina e a existência de 

partículas completas e vazias do vírus na mesma vacina, que diferem em suas 

propriedades imunogênicas e antigênicas53,61.  
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Tabela 1. Vacinas avaliadas em estudos clínicos. Tabela modificada de: Bello, 

Roshorn (2022). 

Fabricante Imugenicidade/ 
eficácia 

Esquema 
vacinal 

Tamanho 
amostral 

Atual 
status 

Referência 
relevante 

Beijing 
Vigoo 

(China) 

90,0% (DMPB 

causada pelo 

EV71) e 80,4% 

(doenças 

associadas ao 

EV71) 

Duas 

doses, com 

intervalo de 

28 dias 

10.077 Fase III 

concluída 

Licença 

para 

produção 

emitida 

56 

Sinovac 
(China) 

94,8% (DMPB 

causada pelo 

EV71) e 88,0% 

(doenças 

associadas ao 

EV71) 

Duas 

doses, com 

intervalo de 

28 dias 

10.245 Fase III 

concluída 

Licença 

para 

produção 

emitida 

57 

ACCM 
(China) 

97,4% (DMPB 

causada pelo 

EV71) 

Duas 

doses, com 

intervalo de 

4 semanas 

12.000 Fase III 

concluída 

Licença 

para 

produção 

emitida 

58 

INPS 
(Taiwan) 

Seroproteção 

variou de 93,8-

100,0% após 2 

anos 

Duas 

doses, com 

intervalo de 

28 dias ou 

56 dias 

363 Fase II 

completa 

Fase III em 

andamento 

59 

Takeda 
vaccines 

(Singapura) 

Induz anticorpos 

neutralizantes 

Duas 

doses, com 

intervalo de 

28 dias 

36 Fase I 

completa 

60 

INPS: Instituto Nacional de Pesquisa em Saúde 

 

 

1.6 Diagnóstico do EV71 

O diagnóstico da infecção pelo EV71 pode ser baseado em 

manifestações clínicas da doença, quando o paciente apresentar sinais e 

sintomas típicos; histórico epidemiológico e contato com pessoas infectadas, 

considerando possíveis surtos e epidemias da DMPB que esporadicamente 

ocorrem, principalmente em creches e escolas; e investigação laboratorial do 
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vírus para confirmação da infecção43. As amostras para investigação laboratorial 

incluem swabs de garganta, reto e úlceras, além de coleta de soro, urina e líquido 

cefalorraquidiano (LCR)62. Os principais métodos laboratoriais para confirmação 

diagnóstica são baseados na cultura de células, isolamento do vírus e 

identificação do agente etiológico.  

O isolamento viral, atualmente o método padrão-ouro para detecção 

do EV71, pode ser realizado em vários tipos celulares humanos e não-humanos, 

entretanto os mais utilizadas para EV71 são as células RB (células de 

rabdomiossarcoma humano) e Vero (células de rim do macaco verde africano), 

devido à sensibilidade dessas células ao efeito citopático aparente do vírus23,63. 

Após o isolamento do EV71, alguns testes de identificação podem ser realizados, 

dentre eles: teste de neutralização; reação da transcriptase reversa seguida pela 

reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), utilizando diversas sequências 

gênicas do RNA viral como alvo; RT-PCR específico para EV71 que utiliza primer 

específico para o vírus, e teste de imunofluorescência indireta com anticorpos 

monoclonais anti-EV71. Testes que não necessitam de isolamento viral e 

utilizam diretamente a amostra coletada também podem ser realizados, como o 

nested RT-PCR e PCR em tempo real. Outros métodos diagnósticos alternativos 

para EV71 têm sido testados, como a detecção de anticorpos IgM anti-EV71 pelo 

método ELISA (do inglês, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), 

espectroscopia Raman aprimorada por superfície (SERS) associada à 

agregação induzida por proteína de nanoestrelas de ouro coloidal para detecção 

do EV71, entre outros23,64,65. Todavia, as técnicas laboratoriais atualmente 

utilizadas possuem algumas desvantagens, que incluem: demora para obtenção 

dos resultados, risco de contaminação cruzada, descarte de resíduos tóxicos, 

altos custos operacionais, primers específicos, treinamento especializado para 

técnicos de laboratório e dificuldade de acesso à materiais necessários por 

algumas regiões23,64.  

A eficácia da detecção viral está relacionada ao sítio de coleta da 

amostra, à técnica laboratorial utilizada e à gravidade e tempo de curso da 

doença. O estudo de Ooi et. al. (2007), que utilizou RT-PCR em diferentes 

amostras de sítios estéreis (sangue, líquido cefalorraquidiano e líquido vesicular) 

e não-estéreis (swab de garganta, úlceras bucais e reto) encontrou maior 
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sensibilidade de detecção em swabs de garganta (49%), líquido vesicular (48%) 

e identificou que a combinação de ambos os sítios obteve os melhores 

resultados, com 67% de eficácia de detecção63. Entretanto, o estudo de Zhou et. 

al. (2023) indicou que o RT-PCR e ELISA utilizando amostras de sítios estéreis 

(sangue e líquido cefalorraquidiano) e não-estéreis (swab de garganta/reto e 

fezes) obtiveram como resultado maior sensibilidade de detecção nas amostras 

de fezes (88%) comparada ao swab de garganta (80%) em RT-PCR. Não 

ocorreu diferença significativa entre as amostras de fezes e swab retal. Para 

sítios estéreis, o teste ELISA obteve melhores resultados que o RT-PCR 

(sangue: 62% vs. 2%; LCR: 47% vs. 0%). Também foi demonstrado que a maior 

gravidade da infecção, aliada ao menor intervalo entre o início da doença e a 

coleta das amostras contribuem para uma melhor detecção viral66.  

 

1.6 Saliva como fluido diagnóstico 

 A saliva é secretada através de 3 glândulas salivares maiores 

(parótida, submandibular e sublingual) e inúmeras glândulas salivares menores. 

As glândulas salivares são compostas por ácinos, responsáveis pela produção 

da saliva, e ductos, que modificam e conduzem a saliva até a boca. A água, 

proveniente do sangue, ultrapassa as células acinares através das zonas de 

oclusão e atinge o lúmen do ducto. A saliva inicial, portanto, é isotônica ao 

plasma sanguíneo e sua composição é modificada pelas células que compõem 

o ducto até sua liberação na cavidade oral. Diversas proteínas sintetizadas pelas 

glândulas salivares são expressas na saliva, dentre elas: mucinas, histatinas, 

cistatinas, amilases, estaterinas e proteínas ricas em prolina67. A saliva expressa 

inúmeros eletrólitos, peptídeos, enzimas, hormônios, ácidos nucleicos, citocinas, 

anticorpos e outros componentes. Além das biomoléculas produzidas pelas 

células das glândulas salivares, esse biofluido também contém componentes 

séricos que são transportados dos capilares sanguíneos para as glândulas 

salivares. Embora sejam expressos em concentrações menores que o plasma 

sanguíneo, possuem potencial de utilização como biomarcadores circulantes 

relacionados a doenças68, 69.  
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As proteínas, mRNA e metabólitos presentes na saliva podem ser 

aplicados para o desenvolvimento de novas plataformas de diagnóstico, pois 

suas variações podem refletir diversas doenças orais e sistêmicas. Análises para 

detecção de possíveis biomarcadores salivares podem ser realizadas através de 

diversas técnicas, como genômica, transcriptômica, proteômica, sensores 

eletroquímicos e espectroscopias65,70. Inúmeros estudos encontraram 

biomarcadores salivares para as mais diversas doenças, como câncer de boca71, 

cárie dental72, Síndrome de Sjögren73 e Alzheimer74, por exemplo. Até o presente 

momento, apenas dois estudos avaliaram possíveis biomarcadores salivares do 

EV71. Na pesquisa de Min et. al. (2018), o miRNA circulante hsa-miR-221 

destacou-se como possível biomarcador salivar do vírus e obteve uma eficácia 

de 77-92% na detecção do EV7175. Já o estudo de Tan et. al. (2023) identificou 

19 proteínas aumentadas e 51 proteínas diminuídas na infecção pelo EV71 e 

destacou a legumaina como potencial biomarcador salivar76.  

A saliva possui inúmeras vantagens como fluido diagnóstico. Sua 

coleta é não-invasiva, indolor, possui baixo custo, fácil transporte e é mais 

facilmente aceita por pacientes se comparada a métodos invasivos, como a 

coleta sanguínea, tornando-a ideal para estudos epidemiológicos em larga 

escala, além de rastreio e diagnóstico de diversas doenças77. Apesar de a 

orofaringe ser um dos principais sítios de replicação do EV71 e da ampla 

utilização do swab de garganta para sua detecção, existe uma escassez de 

pesquisas envolvendo a saliva como fluido diagnóstico para esse vírus.  

 

1.6 Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier com 

Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR) 

A espectroscopia ATR-FTIR é uma técnica baseada na emissão de 

luz policromática que atinge a amostra presente no cristal do aparelho e mensura 

a quantidade de luz absorvida por ela (figura 4). A combinação de diferentes 

comprimentos de onda é convertida em um espectro através de uma equação 

matemática denominada de “transformada de Fourier”78. A reflectância total 

atenuada (ATR) é uma técnica utilizada juntamente com a espectroscopia 

infravermelha e permite uma melhora na obtenção dos resultados obtidos pelo 
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FTIR por aumentar sua sensibilidade de detecção e reduzir o volume amostral 

necessário para ser lido no aparelho79. Ao interagir com a amostra, o 

infravermelho gera vibrações das suas ligações moleculares, que são 

detectadas pela plataforma de FTIR. Considerando que cada amostra possui 

moléculas e composições únicas e suas assinaturas espectrais são igualmente 

singulares, o ATR-FTIR pode registrar a “impressão digital” bioquímica do objeto 

em estudo, na forma de um espectro único que carrega informações sobre a 

amostra78. Além disso, a técnica possui diversas vantagens, que incluem: rápida 

obtenção dos resultados, baixo-custo, livre de reagentes, sustentável, não-

invasiva, necessita de pouco volume amostral, dispensa preparo prévio e requer 

pouco conhecimento técnico para manuseio do aparelho80,81,82. 

                 

Figura 4. Representação do funcionamento do ATR-FTIR. Imagem modificada 

de: SPECAC. Disponível em: https://specac.com/theory-articles/introduction-to-

atr-ftir-spectroscopy-part-1-the-basics/. Acesso em 5 de dezembro de 2023. 

 

Diversas amostras biológicas podem ser analisadas em ATR-FTIR, 

como saliva, sangue e urina, por exemplo. Algumas amostras biológicas 

possuem extensos estudos em espectroscopia ATR-FTIR e os correspondentes 

moleculares dos seus espectros são conhecidos. Ou seja, sabe-se o que cada 

parte do comprimento de onda da amostra representa: lipídeos, proteínas, 

ácidos nucleicos, glicoproteínas etc. A saliva já foi amplamente estudada através 

da espectroscopia e grande parte de seus correspondentes moleculares já foram 

descritos na literatura78,83. O ATR-FTIR tem sido utilizado em diversos estudos 

ONDA EVANESCENTE 

LUZ INFRAVERMELHA 

CRISTAL DO ATR  

AMOSTRA  
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para identificação de biomarcadores salivares de inúmeras doenças, como 

câncer de mama (90% de sensibilidade e 80% de especificidade)81, diabetes 

mellitus tipo 2 (93,3% de sensibilidade, 74% de especificidade e 87% de 

acurácia)82, câncer de boca (100% de sensibilidade, 89% de especificidade e 

95% de acurácia)84, covid-19 (sensibilidade de 99,2% e especificidade de 

100%)85, doença renal crônica (92,8% de sensibilidade e 85,7% de 

especificidade)86, entre outros. Embora outras plataformas biofotônicas tenham 

sido utilizadas para detecção do EV71, como a ressonância de plasmon de 

superfície, sensores eletroquímicos e espectroscopia Raman, ainda não há 

evidência científica da utilização do ATR-FTIR como plataforma diagnóstica 

desse vírus65,87.  

É reconhecido que a saliva apresenta diversas vantagens como fluido 

diagnóstico, como abordado anteriormente. Destaca-se, entre essas vantagens, 

a coleta não invasiva, que a torna mais aceitável para os pacientes, 

especialmente considerando que as infecções pelo EV71 geralmente afetam 

crianças. Ademais, seu baixo custo facilitaria a coleta em larga escala, sobretudo 

durante surtos e epidemias das doenças causadas pelo EV71 que 

esporadicamente ocorrem em todo o mundo, o que permitiria um rastreio 

epidemiológico mais abrangente da infecção. Assim, possíveis complicações da 

doença e sobrecarga dos sistemas de saúde poderiam ser evitados, através da 

detecção viral precoce que permite intervenção imediata e previne a progressão 

da infecção para formas mais graves. Dessa forma, considerando o fato de que 

o EV71 sabidamente está presente na orofaringe, estudos que abordem a 

utilização da saliva como fluido diagnóstico para detecção desse vírus e de 

possíveis biomarcadores salivares da infecção são necessários. Além disso, o 

ATR-FTIR tem se mostrado uma potencial ferramenta diagnóstica com 

adequados valores de sensibilidade, especificidade e acurácia. Apesar da sua 

utilização em uma ampla gama de doenças, seu potencial como ferramenta de 

detecção do EV71 ainda não foi testado.  

O  presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a presença de 

biomarcadores salivares do Enterovírus 71 em espectroscopia ATR-FTIR e, 

como objetivos específicos: 
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1) Identificar a presença de biomarcadores salivares do EV71 através 

da comparação dos espectros de salivas infectadas com o vírus e 

hígidas avaliadas em espectroscopia ATR-FTIR. 

2) Avaliar se há correlação entre a carga viral e a detecção de 

biomarcadores salivares do EV71 em ATR-FTIR através de ensaio 

in vitro utilizando 8 concentrações diferentes do vírus. 

3) Desenvolver um protótipo de diagnóstico biofotônico pela análise 

com Inteligência Artificial do perfil infravermelho da saliva obtido 

através do ATR-FTIR. 
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Abstract 

 

The Enterovirus 71 (EV71) infection is commonly associated with diseases such 

as Hand-Foot-and-Mouth Disease (HFMD) and herpangina, which are typically 

self-limiting and cause mild symptoms. However, due to its neurotropism, EV71 

can lead to severe neurological complications, resulting in serious sequelae and 

even death. Novel label-free and saliva-based platforms to detect EV71 could be 

a promising alternative to swab tests. The present study aimed to investigate the 

accuracy of Attenuated Total Reflection Fourier Transformed Infrared 

Spectroscopy (ATR-FTIR) to detect EV71 mixed in a ten-fold serial dilution in 

human saliva. In this context, we used ATR-FTIR supported by machine learning 

algorithms to detect EV71 diluted in 8 different concentrations: 1x107, 1x106, 

1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10, and 1 PFU/mL. Four algorithms were applied to 

differentiate the EV71-infected saliva compared to the control saliva. The most 

successful model was obtained using Adaptative Boosting (AdaBoost) with an 

accuracy of 70%, sensitivity of 70%, and specificity of up to 80% for 1x107 

PFU/mL titration. This proof-of-concept study demonstrates the potential of this 

reagent-free, sustainable biophotonic platform using an ultra-low saliva volume 

to detect EV71 in concentrations higher than 1x107 PFU/mL. 

 

Keywords: Enterovirus 71, Human; Fourier Transform Infrared Spectroscopy; 

saliva. 
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Introduction 

 

The Enterovirus 71 (EV71) is an RNA virus, belonging to the Enterovirus 

genus and Picornaviridae family [1-3]. Its infection is commonly associated with 

diseases such as Hand-Foot-and-Mouth Disease (HFMD) and herpangina, which 

are typically self-limiting and cause mild symptoms. However, due to its 

neurotropism, EV71 can lead to severe neurological complications, resulting in 

serious sequelae and even death. It is estimated that approximately 10-20% of 

EV71 infections progress to involve the central nervous system [2-6]. Viral 

transmission occurs by direct person-to-person contact with body fluids, including 

saliva, nose secretion, throat secretion, vesicle fluid, or stool of an EV71-infected 

subject person. Additionally, transmission can occur through surfaces and objects 

contaminated with this virus [1, 5, 7]. Diseases related to EV71 primarily affect 

children, although adolescents and adults can also be affected. Adults, often 

asymptomatic or with mild symptoms, play a crucial role as carriers, contributing 

to diagnostic challenges and virus dissemination [8, 9]. The mechanisms by 

which EV71 causes more symptoms in children are not fully understood. It is 

believed to be associated with prior exposure to the virus in adults and 

adolescents while children may be subject to primary infection, combined with 

inadequate hygiene practices in younger children, exposing them to a higher viral 

load [10]. Although uncommon, fatal cases and severe neurological involvement 

in adults,  adolescents due to EV71 infection were documented previously [11-

13].  

Epidemiological data on EV71 infection are more commonly associated 

with HFMD, as this virus is one of the most prevalent serotypes in outbreaks 

worldwide, especially in the Southeast Asian and Western Pacific regions. 

Countries such as Vietnam, Singapore, Taiwan, Malaysia, and China frequently 

detected EV71 outbreaks. However, several countries globally reported cases of 

diseases related to EV71, including the United States, Brazil, Australia, European 

and African nations, with occasional outbreaks linked to EV71. In this context, 

EV71 infectious and its complications are a global public health issue [2, 3, 7, 14]. 

The detection of EV71 has been performed based on clinical 

manifestations and previous contact with infected individuals using limited 
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detection through molecular testing [15]. Samples for laboratory investigation 

include throat, rectum, and ulcer swabs, as well as the collection of serum, urine, 

and cerebrospinal fluid [16]. Nowadays, the gold standard EV71 laboratory 

detection is viral isolation, primarily performed using human rhabdomyosarcoma 

cells and African green monkey kidney cells (Vero) [16, 17]. Following virus 

isolation, the EV71 detection can be performed by neutralizing antibody tests, 

reverse transcription followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), EV71 

detection by real-time RT-PCR, and indirect immunofluorescence tests with anti-

EV71 monoclonal antibodies. Other alternative diagnostic methods for EV71 

were tested including the detection of anti-EV71 IgM antibodies using the 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method and Surface-Enhanced 

Raman Spectroscopy (SERS) associated with protein-induced aggregation of 

colloidal gold nano-stars for EV71 detection. However, the current laboratory 

techniques have some disadvantages, such as delayed results, risk of cross-

contamination, high operational costs, need for specific primers, specialized 

training for laboratory technicians, and difficulty in accessing necessary materials 

in some regions. [16-19].  

Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) 

spectroscopy is a reagent-free fingerprinting platform that, by emitting infrared 

light, obtains a spectrum with specific sample characteristics. This sustainable 

platform permits a direct biofluid application, such as blood, saliva, feces, and 

urine [20-22]. Saliva contains a diverse array of proteins, lipids, carbohydrates, 

and metabolites crucial to several biological functions. Changes in the levels of 

these biomolecules can serve as potential biomarkers to oral and systemic 

diseases. These characteristics of saliva can be used in novel diagnostic tool with 

the potential to facilitate disease detection and monitoring [23]. Additionally, 

salivary diagnosis is non-invasive, low-cost, easily transportable, and it is more 

easily accepted by patients compared to blood testing, making it ideal for large-

scale epidemiological studies and disease screening [24]. ATR-FTIR has been 

used in several studies to identify salivary biomarkers for various illnesses, 

including systemic diseases such as breast cancer [21] and chronic kidney 

disease [26], as well as viral infections like COVID-19 [25] and zika zirus [48], for 

example. However, there is no scientific evidence on the use of ATR-FTIR to 
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identify salivary biomarkers for EV71. Therefore, this study aimed to evaluate the 

accuracy of ATR-FTIR coupled with artificial intelligence algorithms for 

discriminating between non-infected saliva and saliva infected with different 

concentrations of EV71. 

 

Methods 

Cell culture. Vero E6 cells (a kidney tissue derived from a normal adult African 

green monkey, ATCC E6) were grown in minimal Dulbecco's Modified Eagle 

medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA) supplemented with 100 U/ mL penicillin 

(Gibco Life Technologies, USA), 100 U/mL streptomycin (Gibco Life 

Technologies, USA), 1 % HEPES (Gibco Life Technologies, USA), and 10 % fetal 

bovine serum (FBS; Gibco Life Technologies, USA) at 37 ◦C in a humidified 

incubator with 5 % CO2.  

EV71 rescue and titration. An EV71 reverse genetics system was generated 

from the strain MS/7423/87. The plasmids were linearized with XhoI 

(ThermoFisher Scientific) and purified using Wizard®️ DNA Clean-Up System 

(Promega). The linearized DNA was transcribed using the HiScribe™️ T7 High 

Yield RNA Synthesis Kit (NEB). The infectious RNA was electroporated into Vero 

cells (1 × 106 cells) at 250 μF and 450 V [1, 47]. After 48 h, the supernatant was 

harvested and titrated as follows: Vero cells were seeded in 96 well plates at 1 × 

104 cells/well 24 h before infection with EV71 cell culture supernatants diluted in 

a 10-fold serial dilution in DMEM. After incubation for 48 h cells were fixed with 4 

% paraformaldehyde (PFA) and stained with crystal violet 0.5 % for 30 min. Titers 

were determined using the 50 % tissue culture infectious dose (TCID50) method 

and calculated by the Spearman & Karber ¨ algorithm as described by Killington 

and Hierholzer [27]. All work was performed at biosafety level 2 under the 

authorization number SEI: 01245.006267/2022-14 CBQ: 163/02 from the CTNBio 

— National Technical Commission for Biosecurity from Brazil. 

Collection of saliva samples. Experimental procedures were conducted 

following the Declaration of Helsinki and approved by the Institutional Review 

Board (protocol number 30848620.1.3009.5152). Written informed consent was 

obtained from the 10 healthy subjects of the present study before sample 
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collection and all participants were over 18 years old. The unstimulated saliva 

was collected for 5 min in the morning between 9 AM and 10 AM to avoid changes 

in circadian rhythm from ten participants in sterile conical polypropylene tubes 

(Kolpast, Brazil) for ATR-FTIR analysis. Subjects were asked to refrain from 

eating, drinking (except water), or tooth-brushing for at least 1 hour before the 

saliva collection and all participants were non-smokers and were not undergoing 

orthodontic treatment. 

EV71 sample preparation. For ATR-FTIR measurement, healthy human saliva 

samples were spiked with EV71 at eight dilutions (1x107, 1x106, 1x105, 1x104, 

1x103, 1x102, 10, and 1 PFU/mL). A set of non-infected saliva samples was used 

as a control.  

The samples were prepared in a biosafety level 2 (BSL2) room to ensure 

the researcher´s safety. The saliva samples collected from participants were 

distributed in eight aliquots containing a saliva volume of 270uL in each 1.5 mL 

microtube. A ten-fold serial dilution was performed by applying 30uL of a 

concentrated EV71 diluted in PBS 1X. The dilutions were made by passing the 

volume of 30 uL, in order to reach a 1:10 dilution. The data set consisted of 80 

saliva samples divided into eight for each dilution. Another ten non-infected saliva 

samples were used as a control. The samples were immediately analyzed in 

ATR-FTIR after dilution. 

ATR-FTIR spectroscopy: Samples were recorded in a portable ATR-FTIR 

spectrophotometer (Agilent Cary 630 FTIR, Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, USA). Each spectrum was recorded with 2 cm-1 of resolution and 64 scans 

per sample in the range of 650 to 4000 cm-1. The ATR-FTIR spectra was obtained 

with only 2µL of each sample added to the ATR crystal and allowed to dry for 7 

minutes at room temperature inside the laminar cabin with activated airflow. After 

the spectrum acquisition, and before the next analysis, the ATR crystal was 

cleaned with alcohol (70% v/v) and dried using a clean paper towel. A background 

spectrum was obtained before each measurement for a new sample to remove 

environmental changes [26, 28]. 

Data pre-processing. Each spectra from every dilution was processed using 

Orange 3.3.5 software with selected pre-processing parameters formulated in 
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machine learning techniques. For the average dilution spectra, the baseline was 

corrected by the Rubberband method and then the spectra were normalized. 

Subsequently, the principal component analysis (PCA) was applied using the 

lipidic region (3050 - 2800 cm−1) and the fingerprint region (1800 - 900 cm−1) of 

the original spectra. There, PCA was applied as the initial exploratory analysis of 

the spectral data [22].  

Predictive Analysis by Machine Learning Algorithms. The infrared spectral 

dataset analysis was divided into two steps: pre-processing and classification 

model. Pre-processing of the infrared spectral dataset consisted of aggregation, 

attribute selection, and spectral data transformation. The spectral profile of each 

sample was performed in aggregation. Then, the spectral data were truncated 

with the lipidic region (3050 - 2800 cm−1) and the fingerprint region (1800 - 900 

cm−1) and, after, spectra were pre-processed considering an attribute selection 

method, using Raw data, Vector normalization + Rubberband, Smooth5+Min-

Max Normalization+Rubberband and Smooth2+Vector normalization. The 

classification was tested with four algorithms: AdaBoost, Artificial Neural 

Networks, Random Forest, and Support Vector Machine. AdaBoost is a well-

known ensemble method that often combines multiple models (called weak 

learners) to obtain a model (called strong learner) in which errors of weak learners 

are minimized [29]. The procedure was carried out at Orange: Data Mining 

Toolbox in Python software [30]. To measure the results obtained, three 

performance measures consolidated in the literature were used: sensitivity, 

specificity, and accuracy [22]. 

 

Results 

Salivary infrared profile. The salivary spectrum of non-infected saliva (used as 

control) was compared with EV71-infected saliva at different concentrations of 

the virus. Figure 1A indicates differences in the mean spectrum at 1x107 

concentration between non-infected and infected saliva. The spectra for other 

reduced concentrations of EV71 in saliva (1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10, 

and 1 PFU/mL) display a similar infrared spectrum compared to non-infected 

saliva (Figures 1B-H).   



37 
 

 

Figure 1. The mean spectrum profile with the standard deviation in a baseline 

correction by the Rubberband method and normalization Min-Max pre-processing 

for each EV71 dilution comparing with control non-infected saliva: A) 1x107 

PFU/mL, B) 1x106 PFU/mL, C) 1x105 PFU/mL, D) 1x104 PFU/mL, E) 1x103 

PFU/mL, F) 1x102 PFU/mL, G) 10 PFU/mL and H) 1 PFU/mL. 

PCA analysis. The PCA analysis was performed to display differences in salivary 

spectra of saliva control and each dilution (Fig. 2A-H). Two principal components 

(PCs) named PC1 and PC2 explained the cumulative variance, leading to the 

following results: PC1: 96%, PC2: 2%, and cumulative variance of 98% for 1x107 
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PFU/mL; PC1: 94%, PC2: 3% and cumulative variance of 97% for 1x106 PFU/mL; 

PC1: 95%, PC2: 2% and cumulative variance of 97% for 1x105 PFU/mL; PC1: 

95%, PC2: 2% and cumulative variance of 97% for 1x104 PFU/mL; PC1: 96%, 

PC2: 1% and cumulative variance of 97% for 1x103 PFU/mL; PC1: 95%, PC2: 

2% and cumulative variance of 97% for 1x102 PFU/mL; PC2 1% and cumulative 

variance of 97% for 10 PFU/mL; and PC1: 96%, PC2: 1% and cumulative 

variance of 97% for 1 PFU/mL. The relation between PC1 and PC2 shows a 

heterogeneous difference across both groups illustrated in the scores plot for 

each dilution (Figure 2A-H). 
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Figure 2. Principal Component Analysis (PCA) score plot to PC1 vs. PC2 for the 

titration A) 1x107 PFU/mL, B) 1x106 PFU/mL, C) 1x105 PFU/mL, D) 1x104 

PFU/mL, E) 1x103 PFU/mL, F) 1x102 PFU/mL, G) 10 PFU/mL and H) 1 PFU/mL. 

 

Discrimination analysis. The performances of accuracy, sensitivity, and 

specificity using AdaBoost, Artificial Neural Networks, Random Forest, and 

Support Vector Machine algorithms with different pre-processing data performed 
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on salivary infrared spectra obtained from different concentrations of EV71 in 

saliva are presented in Table 1. The results obtained in these analyses indicate 

that the best discrimination was the 1x107 PFU/mL titration, using the AdaBoost 

algorithm pre-processed with the Smooth5+Min-Max Normalization+Rubberband 

(3050-2800 cm-1;1800-900 cm-1), followed by Smooth2+vector 

normalization. The AdaBoost platform was capable of distinguishing the 

concentration of 1x107 PFU/mL with an accuracy of 70%, sensitivity of 70%, and 

specificity of 80%. The discrimination for the other concentrations of EV71 (1x106, 

1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10, and 1 PFU/mL) was not effective since they 

presented accuracy mostly lower than 50%.  

 

Table 1. Predictive Performance of AdaBoost, Artificial Neural Networks (ANN), 

Random Forest, and Support Vector Machine (SVM) algorithms to discriminate 

different concentrations of EV71 in saliva by ATR-FTIR spectroscopy.  

 
Titration

:  
PFU/mL 

Pre-processing 
(band) 

Algorithm 
Model 

Accuracy Sensitivit
y 

Specificit
y 

 
 
 
 
 
 
 

1x107 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.45 0.5 0.4 

ANN 0.4 0.4 0.4 

Random 
Forest 

0.15 0.3 0 

SVM 0.1 0.2 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.45 0.3 0.6 

ANN 0.45 0.6 0.3 

Random 
Forest 

0.25 0.4 0.1 

SVM 0.5 0.9 0.1 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.7 0.6 0.8 

ANN 0.4 0.5 0.3 

Random 
Forest 

0.45 0.6 0.3 

SVM   0.6 1 0.2 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.7 0.7 0.7 

ANN 0.25 0.40 0.1 

Random 
Forest 

0.25 0.4 0.1 

SVM 0.4 0.8 0 

 
 
 
 
 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.15 0.1 0.2 

ANN 0.25 0.3 0.2 

Random 
Forest 

0.2 0.2 0.2 

SVM 0 0 0 

AdaBoost 0.45 0.4 0.5 



41 
 

 
 

1x106 

Vector 
Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

ANN 0.3 0.4 0.2 

Random 
Forest 

0.25 0.3 0.2 

SVM 0.2 0.4 0 

Smooth5+Min-Max 
Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.45 0.4 0.5 

ANN 0.3 0.4 0.2 

Random 
Forest 

0.25 0.3 0.2 

SVM 0.2 0.4 0 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.35 0.36 0.33 

ANN 0.35 0.4 0.3 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.25 0.5 0 

 
 
 
 
 
 
 

1x105 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.35 0.5 0.2 

ANN 0.4 0.3 0.5 

Random 
Forest 

0.45 0.5 0.4 

SVM 0 0 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.3 0.3 0.3 

ANN 0.3 0.2 0.4 

Random 
Forest 

0.25 0.3 0.2 

SVM 0 0 0 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.15 0.2 0.1 

ANN 0.3 0.2 0.4 

Random 
Forest 

0.01 0.01 0.01 

SVM 0 0 0 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.2 0.1 0.3 

ANN 0.2 0.2 0.2 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.05 0.1 0 

 
 
 
 
 
 
 

1x104 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.15 0.2 0.1 

ANN 0.35 0.3 0.4 

Random 
Forest 

0.05 0.1 0 

SVM 0.1 0.1 0.1 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.3 0.2 0.4 

ANN 0.4 0.4 0.4 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.3 0.6 0 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.3 0.2 0.4 

ANN 0.35 0.5 0.2 

Random 
Forest 

0.2 0.3 0.1 

SVM 0.3 0.6 0 
 AdaBoost 0.4 0.4 0.4 

ANN 0.45 0.5 0.4 
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Smooth2+vector 
normalization 

Random 
Forest 

0.3 0.3 0.3 

SVM 0.2 0.4 0 

 
 
 
 
 

1x103 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

 

AdaBoost 0.2 0.1 0.3 

ANN 0.3 0.2 0.4 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0 0 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.35 0.4 0.3 

ANN 0.25 0.2 0.3 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.3 0.6 0 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.35 0.5 0.2 

ANN 0.1 0.1 0.1 

Random 
Forest 

0.1 0.1 0.1 

SVM 0.3 0.6 0 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.2 0.2 0.2 

ANN 0.25 0.3 0.2 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.45 0.7 0.2 

 
 
 
 
 
 
 

1x102 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.15 0.1 0.2 

ANN 0.65 0.6 0.7 

Random 
Forest 

0.05 0.1 0 

SVM 0.05 0.1 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.2 0 0.4 

ANN 0.35 0.3 0.4 

Random 
Forest 

0.2 0.3 0.1 

SVM 0.3 0.6 0 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.15 0.1 0.2 

ANN 0.15 0.1 0.2 

Random 
Forest 

0.1 0.1 0.1 

SVM 0.35 0.6 0.1 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.2 0.2 0.2 

ANN 0.4 0.5 0.3 

Random 
Forest 

0.1 0.1 0.1 

SVM 0.1 0.2 0 

 
 
 
 
 
 
 
 

10 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.45 0.4 0.5 

ANN 0.35 0.4 0.3 

Random 
Forest 

0.2 0.3 0.1 

SVM 0 0 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.5 0.5 0.5 

ANN 0.3 0.2 0.4 

Random 
Forest 

0.15 0.2 0.1 

SVM 0.1 0.2 0 
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Afterward, Shapley Additive Explanations (SHAP) values of each feature 

within the AdaBoost algorithm in 1x107 concentration were obtained to select the 

most prominent features and bands responsible for discriminating the non-

infected and EV71-infected saliva. As a result, the SHAP feature importance 

presented ten wavenumbers: 1716.4391 cm-1, 1223.4986 cm-1, 1547.777 cm-1, 

2946.4606 cm-1, 1353.0236 cm-1, 937.4255 cm-1, 1472.2984 cm-1, 2803.8899 cm-

1, 1078.1325 cm-1 and 2952.9834 cm-1 (Fig. 3). The molecular assignments of 

each vibrational mode indicated by the SHAP are described in Table 2. 

 

Smooth5+Min-Max 
Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.5 0.6 0.4 

ANN 0.1 0.1 0.1 

Random 
Forest 

0 0 0 

SVM 0.4 0.8 0 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.5 0.5 0.5 

ANN 0.3 0.3 0.3 

Random 
Forest 

0.05 0 0.1 

SVM 0.4 0.7 0.1 

 
 
 
 
1 

Raw data 
(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

 

AdaBoost 0.3 0.2 0.4 

ANN 0.35 0.4 0.3 

Random 
Forest 

0.45 0.4 0.5 

SVM 0 0 0 
Vector 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.55 0.7 0.4 

ANN 0.2 0.2 0.2 

Random 
Forest 

0.1 0.1 0.1 

SVM 0 0 0 
Smooth5+Min-Max 

Normalization 
+  Rubberband 

(3050-2800 cm-1; 
1800-900 cm-1) 

AdaBoost 0.6 0.7 0.5 

ANN 0.1 0.1 0.1 

Random 
Forest 

0 0 0 

SVM 0.1 0.1 0.1 
 

Smooth2+vector 
normalization 

AdaBoost 0.4 0.33 0.42 

ANN 0.25 0.3 0.2 

Random 
Forest 

0 0 0 

SVM 0.35 0.7 0 
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Figure 3. The feature importance (SHAP value) graph of AdaBoost model to 

distinguish non-infected and EV71-infected saliva samples.  

 

Table 2. Band assignment of SHAP value of each feature within the AdaBoost 

model to discriminate non-infected and EV71-infected saliva and its molecular 

assignments. 

Wavenumber Band Assignment Biomolecular components 

1716 Amide I [31] Protein 

1223 Amide III/Phospholipids [26] Protein 

1547 Amide II [32] Protein 

2946 Stretching C-H [33] Lipids 

1353 Amide III [21] Protein 

937 CH3-N asymmetric 
stretching C-O, C-C 

stretching C-O-H, C-O-C 
deformation [26] 

Carbohydrates/phospholipids 

1472 Asymmetric CH3 bending 

[26] 

Protein 

2803 Stretching N-H [33] Lipids 

1078 C-O and C-C stretching and 

C-O-H deformation [34] 

Carbohydrates/phospholipids 



45 
 

2952 CH3 asymmetric stretching 

[34] 

Lipids 

 

 

Discussion 

The EV71 infectious is associated with severe neurological complications 

such as aseptic meningitis, encephalitis, pulmonary edema, myocarditis, 

meningoencephalitis, acute flaccid paralysis, encephalomyelitis, 

neurorespiratory syndrome, circulatory disorders, cardiopulmonary failure, and 

neonatal sepsis [2-8]. Early detection of this virus can play a crucial role in 

preventing EV71 outbreaks. In this context, ATR-FTIR coupled with artificial 

intelligence algorithms, combined with the use of saliva as a diagnostic fluid, 

emerges as a rapid, non-invasive, cost-effective, reagent-free, and sustainable 

alternative for salivary detection of EV71, enabling epidemiological screening for 

prevention and containment of outbreaks. 

Currently, EV71 diagnosis is primarily conducted through clinical 

examinations. However, clinical diagnosis relies on typical disease signs and 

symptoms [15]. In certain instances, these manifestations may not occur leading 

to the spread of viral infections. Approximately 29% of EV71 infections during the 

2008-2009 HFMD epidemic in Taiwan were asymptomatic [35]. Moreover, HFMD 

caused by EV71 may exhibit symptoms different from non-EV71 viruses, resulting 

in potential misdiagnosis [36]. Identifying the causative agent of HFMD and other 

EV71-related diseases during outbreaks is crucial for preventing possible 

complications. Similar to other enteroviruses, laboratory confirmation involves 

cell culture, viral isolation, and identification. Following viral isolation, virus 

identification can be achieved through tests such as neutralization tests, RT-

PCR, EV71-specific RT-PCR, and others. However, these techniques are time-

consuming, and expensive, often requiring specific primers and specialized 

training [16-18]. Therefore, new diagnostic platforms allowing rapid, effective, and 

low-cost identification for EV71 surveillance should be explored. 

In the current study, this biophotonic platform identified EV71 at a 

concentration of 1x107 PFU/mL with higher accuraccy. There is a limitation of 
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studies on EV71 viral load in humans, and we did not find research investigating 

its titration in saliva. Consequently, we cannot determine how this specific viral 

concentration may have practical applications in humans. Similar concentrations 

were found in murine in vivo studies. Liao et al.'s study (2014) demonstrated 

titration peaks above 1x108 PFU/mL of EV71, 2-3 days post-infection in serum of 

non-obese diabetic immunodeficient mice [37]. EV71 serum levels were higher 

than 1x106 PFU/mL in one-day-old ICR mice 78 hours after infectious challenge 

with EV71 [38]. Blood plasma and cerebrospinal fluid showed lower levels of 

EV71 compared to throat and intestinal swabs, which suggest higher viral loads 

in feces and fluids of oropharynx [39, 40]. 

We were able to identify an accuracy and sensitivity of 70% and a 

specificity of up to 80% in distinguishing salivary spectra obtained by ATR-FTIR 

between control saliva and infected saliva at 1x107 PFU/mL concentration. 

Similar percentages were found in an RT-PCR study on different samples, where 

the throat swab obtained 80% sensitivity [39]. These results demonstrate saliva 

potential for EV71 identification with an ultra-low sample volume, coupled with a 

reagent-free spectroscopy platform. Although EV71 is present in the oropharynx, 

one of its primary sites of viral replication after initial infection, the effectiveness 

of saliva and diagnostic potential for its detection has received limited attention 

[24]. Considering that EV71 infection primarily affects children under 5 years old 

and adults can carry the virus contributing to its spread, saliva emerges as a 

potential diagnostic fluid for the disease due to its non-invasiveness, easy 

collection, and greater patient acceptance for its comfort, unlike current 

diagnostic methods such as oropharyngeal swabs, rectal swabs, and blood 

collection. Few studies have investigated salivary biomarkers for EV71. The 

circulating miRNA hsa-miR-221 was identified in salivary samples from HFMD-

positive patients as an EV71 biomarker with an efficacy of 77-92%, suggesting a 

potential role in salivary diagnostic of this viral disease [41]. Besides, it was 

identified 19 upregulated and 51 downregulated proteins in the saliva of HFMD 

patients, highlighting the potential of the salivary legumain protein as an EV71 

salivary biomarker [42]. In line with this previous study, our work demonstrated 

through the SHAP plot those vibrational modes at 1716 cm-1 and 1223 cm-1 

corresponding to proteins achieved the best discriminatory results between the 
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control and infected saliva groups, emphasizing that EV71 induces changes in 

salivary proteins that can act as biomarkers. We suggest that further studies on 

potential salivary biomarkers for EV71 be conducted to develop new diagnostic 

platforms using this fluid. 

ATR-FTIR has proven to be a powerful diagnostic screening platform for 

viral diseases with adequate sensitivity and specificity, such as COVID-19 [43], 

HIV/AIDS [44], dengue, and Chikungunya [45]. Other bio-photonic platforms have 

been explored as diagnostic tools for HFMD, such as surface plasmon 

resonance, electrochemical sensors, and Raman spectroscopy [19, 46]. Our 

study has some limitations that should be noted. The concentration of 1x107 

PFU/mL which yielded the best results, lacks scientific validation for its practical 

application in humans. Additionally, we believe that saliva collected from in vivo 

assays may yield different results from those demonstrated in this study. 

However, our study is pioneering in exploring the use of ATR-FTIR as a 

diagnostic tool with salivary analysis for EV71. Our research also demonstrated 

that machine learning algorithms, especially AdaBoost, were strong allies for 

result improvements obtained by ATR-FTIR spectroscopy. 

 

Conclusion 

 The AdaBoost algorithm, at a concentration of 1x107 PFU/mL, achieved 

the best results, with an accuracy of 70%, sensitivity of 70%, and specificity of up 

to 80%. Our findings illustrate the potential of ATR-FTIR coupled with artificial 

intelligence algorithms as a sustainable, non-invasive, and cost-effective platform 

for salivary detection of EV71, serving as a potential screening tool for Hand-

Foot-and-Mouth Disease, herpangina, and other EV71-related diseases. 
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