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1 
C o nfi d e nti al 

Mi c r o bi o m e A n al ysis  Pl a n 
-Fi n al -

Mi c r o bi ol o gi c al A n al ys es of O r al S a m pl es i n t h e st u d y titl e d  ” A r a n d o mis e d, c o nt r oll e d, 
e x a mi n e r -bli n d,  m et h o d ol o g y d e v el o p m e nt  st u d y  t o e v al u at e t h e eff e ct  of a st a n n o u s  fl u o ri d e 

t o ot h p ast e o n t h e o r al mi c r o bi o m e ”  
( Pr e p ar e d b y  u p o n r e q u est b y H al e o n,  P L C)  

St u d y  Titl e:  A r a n d o mis e d, c o ntr oll e d, e x a mi n er - bli n d, m et h o d ol o g y d e v el o p m e nt st u d y t o e v al u at e 
t h e eff e ct of a st a n n o us fl u ori d e t o ot h p ast e o n t h e or al mi cr o bi o m e  

P r ot o c ol N o : 3 0 0 1 0 1  

S p o n s o r : H al e o n  ( U K) St  G e or g es  A v e n u e,  W e y bri d g e,  S urr e y,  K T 1 3  0 D E,  U nit e d  Ki n g d o m ( U K) 

Cli ni c al  Sit e : S al us  R es e ar c h,  I n c. 

Mi c r o bi ol o gi c al A n al ysis Sit e :

3 0 0 1 0 1 St atisti c al A n al ysis Pl a n  Mi cr o bi o m e 2 2 M ar 2 0 2 4 | T M F- 2 5 8 7 4 6 | 1. 0

T his d o c u m e nt c o nt ai ns c o nfi d e nti alit y st at e m e nts t h at ar e n ot r el e v a nt  f or t his 
p u bli cl y a v ail a bl e v ersi o n

C CI

C CI

P P D

P P D
C CI



Version 1.0 
Mar 19, 2024 

 
 

2 
Confidential 

Document History 
 

Document Version Summary of Changes 
Original protocol 1.0 Not applicable (N/A) 

Amendment 1   

Amendment 2   

   

Amendments incorporate all revisions to date, including amendments made at the request of the Sponsor 
or those discussed as explained elsewhere in this document. 

300101 Statistical Analysis Plan  Microbiome 22 Mar 2024 | TMF-258746 | 1.0



V ersi o n  1. 0  
M ar 1 9, 2 0 2 4  

3 
C o nfi d e nti al 

A p p r o v al  Si g n at u r es  

: 

D at e  

S p o ns or  R e pr es e nt ati v e  

D at e  

3 0 0 1 0 1 St atisti c al A n al ysis Pl a n  Mi cr o bi o m e 2 2 M ar 2 0 2 4 | T M F- 2 5 8 7 4 6 | 1. 0

P P D

P P D P P D

P P D P P D



 
© 2 0 2 3

C o nfi d e nti al  

4  V ersi o n  1. 0  
M ar 1 9, 2 0 2 4  

 

 

 
P u r p os e  
T h e  will p erf or m mi cr o bi ol o gi c al a n al ysis f or 
or al s a m pl es  c oll e ct e d  fr o m s u bj e cts  wit h  gi n gi vitis  p arti ci p at e d  i n a cli ni c al  tri al wit h  a pri m ar y  
o bj e cti v e of e x pl ori n g t h e eff e ct of st a n n o us fl u ori d e - f or m ul ati o n o n m o d ul ati o n of or al mi cr o bi al 
c o m m u nit y.  

 
T h e  pri m ar y  e n d p oi nt m e as ur e  will  b e t h e c h a n g es  i n t h e or al  mi cr o bi al  c o m p ositi o n.  Pl a q u e s a m pl es 
will b e c oll e ct e d fr o m f o ur diff er e nt l o c ati o ns (s u pr a gi n gi v al pl a q u e, s u b gi n gi v al pl a q u e, s ali v a, a n d 
t o n g u e) i n t h e or al c a vit y fr o m all s u bj e cts at b as eli n e a n d at t h e e n d of t h e st u d y ( 6 w e e ks aft er 
b as eli n e).  

 
S a m pl es will b e c oll e ct e d p er pr e vi o usl y est a blis h e d s a m pli n g pr ot o c ols at e a c h ti m e p oi nt (

will pr o vi d e t h e s a m pli n g pr ot o c ols a n d S w a b a n d S ali v a C oll e cti o n Kits). A t ot al of 4 0 0 
s a m pl es will b e  c oll e ct e d  as  s h o w n i n T a bl e  1.  S a m pl e  a n al ysis  will  b e p erf or m e d a c c or di n g t o t h e 

 st a n d ar d o p er ati n g pr o c e d ur es ( S O P s) or pr ot o c ols i n eff e ct d uri n g t h e c o n d u ct of t hi s 
st u d y. 
 
S a m pl e  M a n a g e m e nt:  T h e  s a m pl es  ar e  list e d i n T a bl e  1.  

 
T a bl e 1. N u m b er of s a m pl es e x p e ct e d *  
 N u m b er  of 

s u bj e cts 
N u m b er  of 
s a m pl es/s u bj e ct 

Mi cr o bi o m e 
( 1 6 S R N A) 

M et atr a ns cri pt o mi cs  

B as eli n e  5 0   2 0 0  2 0 0  
W e e k  6  5 0  4  2 0 0  2 0 0  
T O T A L  5 0  8  4 0 0  4 0 0  

* A ct u al  s a m pl e n u m b ers m a y  c h a n g e.  
 

S a m pl es will b e c oll e ct e d at t h e Cli ni c al R es e ar c h sit e ( S al us R es e ar c h, I n c.) p er pr ot o c ol, pr o c ess e d 
a n d fr o z e n a c c or di n g t o pr e vi o usl y est a blis h e d s a m pli n g pr ot o c ols.  T h e fr o z e n cli ni c al s a m pl es will 
b e s e nt o n dr y i c e t o t h e i n b at c h es (if st or a g e is n ot p ossi bl e f or t h e e ntir e 
s a m pl e siz e ). S hi p pi n g pr ot o c ols  a n d f or ms will b e  pr o vi d e d t o S al us R es e ar c h b y t h e
I nstit ut e pri or t o s hi p m e nt arr a n g e m e nts. 

•  Aft e r cli ni c al c oll e cti o n, all s a m pl es will b e pr o c ess e d f or pr es er v ati o n usi n g  B uff er 
1 5 0- 3 0 0  µl/ vi al,  d e p e n di n g  o n  s a m pl e  t y p e)  a n d  fr o z e n  at  -8 0 ° C  at  l e ast  o v er ni g ht  b ef or e  
s hi p pi n g t o  S a m pl es will b e i n v e nt ori e d b y t h e Cli ni c al R es e ar c h sit e a n d a 
s hi p pi n g m a nif est m at c hi n g t h e or d er of s a m pl es will b e el e ctr o ni c all y pr o vi d e d t o 
pri or t o s hi p m e nt. A h ar d c o p y of t h e m a nif est will b e i n cl u d e d i n t h e s hi p m e nt c o nt ai n er.  
S a m pl e vi als will b e l a b el e d usi n g t h e f or m at “ S u bj e ct I D. Vi sit N o. S a m pl e T y p e ” 
E x a m pl es:  
1 0 0 1. V 1. S A L  (s ali v a); 1 0 0 1. V 1. S U B G  (s u b gi n gi v al pl a q u e); 1 0 0 1. V 1. T N G  (t o n g u e); 
1 0 0 1. V 1. S U P G  ( S u pr a gi n gi v al pl a q u e) 
( Pl a q u e) or sit es  c a n  b e n u m b er e d  as  s h o w n: 1 0 0 1. V 1. S T 1; 1 0 0 1. V 1. S T 2, ….  

•  S hi p m e nts will b e s c h e d ul e d i n c o nt a ct wit h  st aff a n d a tr a c ki n g n u m b er will b e 
pr o vi d e d al o n g wit h ot h er n e c ess ar y i nf or m ati o n. 

•  Aft er r e c ei pt of s a m pl es, l a b st aff will d o a n i n v e nt or y of r e c ei v e d s a m pl es cr oss 
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r ef er e n ci n g t o t h e m a nif est pr o vi d e d. A n y dis cr e p a n c y will b e n ot e d a n d cl arifi e d wit h t h e 
cli ni c al sit e.  

•  S a m pl es  w ill b e st or e d  i n a d e di c at e d  s p a c e of a fr e e z er l o c at e d at  t h e Cli ni c al  a n d  Tr a nsl ati o n al 
R es e ar c h C e nt er at t h e  u ntil a n al ys es. 

•  S a m pl es  will  b e  i n v e nt ori e d  at  e a c h  sit e --S u bj e ct > S al us -will  b e  i n v e nt ori e d  at  S al us  a n d  
S al us > > d estr u cti o n will  b e tr a c k e d a n d  i n v e nt ori e d b y -wit h 
v erifi c ati o n of t h e us e of e ntir e s a m pl e or d estr u cti o n of r e m ai ni n g s a m pl e. C h ai n of c ust o d y 
will b e d o c u m e nt e d. 

At  t h e  e n d  of  t h e  st u d y,  all  st u d y  s a m pl es  will  b e  s e nt  t o  t h e  c o ntr a ct e d 
s e q u e n ci n g f a cilit y  Pri or  t o s u b missi o n of s a m pl es,  a 5- di git c o d e  will  
b e o bt ai n e d a n d t h e n e c es s ar y f or ms, e. g., s u b missi o n f or m a n d H a z ar d o us M at eri als D e cl ar ati o n f or m, 
will b e fill e d o ut.  S hi p m e nt t o  will b e d o c u m e nt e d a n d p erf or m e d a c c or di n g t o est a blis h e d 
pr ot o c ols.  T h e  pr ot o c ol  us e d  b y  t h e  will  b e  f oll o w e d  

  T h e  f oll o wi n g pr o c ess es  w ill t a k e pl a c e  at  t h e S e q u e n ci n g f a cilit y: 

•  Aft er s a m pl e i n v e nt or y, s a m pl es will b e pr o c ess e d f or D N A/ R N A p urifi c ati o n usi n g a c o -e xtr a cti o n 
pr ot o c ol p er   S O P s. 

•  D N A  s a m pl es  will  b e s u bj e ct e d  t o s e q u e n ci n g usi n g  s p e ci es -l e v el i d e ntifi c ati o n wit h  1 6 S r R N A G e n e 
A m pli c o n S e q u e n ci n g 

•  R N A  s a m pl es  will  b e s u bj e ct e d  t o m et atr a ns cri pt o mi cs  f or mi cr o bi o m e  g e n e  e x pr essi o n  a n al ysis  wit h 
f u n cti o n al ass a ys.  R N A  e xtr a cti o n  will  b e t est e d wit h  a s m all  b at c h  of s a m pl es  ( o pti mi z ati o n). If R N A 
i s pr o bl e m ati c, m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g will b e p erf or m e d i nst e a d of m et atr a ns cri pt o mi cs. T his c a n 
b e  f or  s el e ct  sit es  t h at  t h e  s a m pl es  yi el d  l o w  R N A  a n d  f or  t h e  sit es  wit h  hi g h  R N A,  
m et atr a ns cri pt o mi cs c a n still b e a p pli e d.  

 
 

S a m pl e  Ass a y  a n d  A n al ysis S c h e d ul e * : 
•  4- 6 w e e ks f or  s a m pl e pr o c essi n g  a n d  1 6 S s e q u e n ci n g ( b y J ul y 1 5, 2 0 2 4)  
•  1 0- 1 2 w e e ks f or  s a m pl e pr o c essi n g a n d  m et atr a ns cri pt o mi cs  a n al ysis ( b y S e p 3, 2 0 2 4)  
•  U p o n r e c ei pt of d at a,  3- 4 w e e ks  f or d at a  pr o c essi n g  a n d  bi oi nf or m ati cs  at  ( b y O ct 1, 2 0 2 4) 
•  3- 4 w e e ks — St atisti c al  a n al ysis  a n d  fi n al r e p ort ( b y O ct 2 9, 2 0 2 4) 

* B as e d o n t h e d at e of s a m pl e r e c ei pt at 
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A p p e n di x  I: Mi c r o bi ol o gi c al  Ass a y  M et h o ds  
 
I.   Mi c r o bi al  P r ofili n g  a n d C o m p a ris o n  

 
1 6s r R N A  G e n e  A m pli c o n  S e q u e n ci n g  

T h e  s a m pl es  w ill b e pr o c ess e d  a n d  1 6 S s e q u e n ci n g  will  b e p erf or m e d  b y  B a ct eri al  D N A 
e xtr a cti o n  fr o m e a c h  s a m pl e will  b e p erf or m e d  usi n g a  D N A  Kit  a n d  will 
b e P C R -a m plifi e d a n d p urifi e d usi n g A M P ur e b e a ds  T h e D N A s a m pl es 
will b e pr e p ar e d f or t ar g et e d s e q u e n ci n g wit h t h e Q ui c k - 1 6 S ™ N G S Li br ar y Pr e p Kit.  Q ui c k - 1 6 S ™ 
Pri m er  S et  V 1 -V 3  will  b e us e d  f or s e q u e n ci n g. I n c o m p aris o n wit h  V 3 -V 4  r e gi o n, V 1 -V 3  is a b ett er  r e gi o n 
f or b a ct eri al  i d e ntifi c ati o n, es p e ci all y  t h e str e pt o c o c ci.  V 3 -V 4  d o es n ot diff er e nti at e  b et w e e n  m a n y  s p e ci es 
of Str e pt o c o c c us.  O v er all,  V 1 -V 3  is b ett er,  a n d  it is als o  wi d el y  us e d  i n or al  mi cr o bi o m e  r es e ar c h. T h es e 
pri m ers w er e c ust o m d esi g n e d b y t o pr o vi d e t h e b est c o v er a g e of t h e 1 6 S r R N A g e n e 
w hil e m ai nt ai ni n g hi g h s e nsiti vit y.  

T h e s e q u e n ci n g li br ar y will b e pr e p ar e d usi n g a n i n n o v ati v e li br ar y pr e p ar ati o n pr o c ess i n w hi c h P C R 
r e a cti o ns will  b e  p erf or m e d  i n r e al-ti m e P C R  m a c hi n es  t o c o ntr ol c y cl es  a n d  t h er ef or e li mit P C R  c hi m er a 
f or m ati o n.  T h e  fi n al  P C R  pr o d u cts  will  b e  q u a ntifi e d  wit h  q P C R  fl u or es c e n c e  r e a di n gs  a n d  p o ol e d  
t o g et h er b as e d  o n e q u al  m ol arit y.  T h e  fi n al p o ol e d li br ar y will  b e cl e a n e d  u p wit h  t h e S el e ct - a-Si z e  D N A 
Cl e a n  & C o n c e ntr at or ™, t h e n q u a ntifi e d wit h  T a p e St ati o n ®  a n d 
Q u bit ® ( ). T h e li br ar y mi xt ur e, s pi k e d wit h 2 0 % P hi x, will b e 
r u n  o n  a  Mi S e q  usi n g  a  Mi S e q  V 2  C artri d g e  6 0 0  c y cl es  ( ).  I n  or d er  t o  utili z e  t h e  l o w  
a b u n d a n c e r e a ds, a q u alit y filt eri n g ( Q 2 5) will b e c o n d u ct e d t o e ns ur e t h e hi g h est q u alit y. 

 
Bi oi nf or m ati cs  D at a  A n al ysis : will  s e n d  t h e  r a w  1 6 S  s e q u e n c es  t o   aft er  
s e q u e n ci n g d es cri b e d  a b o v e.  T h e  1 6 S s e q u e n c es  will  b e q u alit y -filt er e d a n d  t a x o n o mi c all y assi g n e d  t o t h e 
s p e ci es  l e v el usi n g t h e st at e- of-t h e-art   pi p eli n e us es

a l g orit h m t o d e n oise 
t h e s e q u e n c e r e a ds a n d t h e n c o m pil e t h e mi cr o bi al pr ofil e t o s p e ci es l e v el f or e a c h s a m pl e. T h e 
al g orit h m will  q u alit y -filt er, tri m, d e n ois e, p air  r e a ds a n d  r e m o v e c hi m er a  fr o m t h e r a w r e a ds a n d  g e n er at e 
hi g h- q u alit y a m pli c o n s e q u e n c e v ari a nts ( A S Vs). A S Vs will b e t a x o n o mi c all y assi g n e d t o s p e ci es l e v el, 
wit h  a n  o p e n-r ef er e n c e 1 6 S r R N A N G S  r e a ds t a x o n o m y assi g n m e nt pi p eli n e  usi n g w ell -c ur at e d 
1 6 S r R N A r ef er e n c e s e q u e n c e  s et  t h at i n cl u d es t h e c urr e nt  v ersi o n ( V 1 5. 2 3) of t h e H O M D  r ef er e n c es a n d 
a s et  of f ull-l e n gt h 1 6 S r R N A s e q u e n c es  d eri v e d  fr o m T h e  N ati o n al  C e nt er  f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n 
( N C BI). T his c o m pr e h e n si v e s et of 1 6 S r R N A r ef er e n c e s e q u e n c es r e pr es e nt a t ot al of 1 7, 0 3 5 mi cr o bi al 
s p e ci es a n d c a n i d e ntif y b ot h h u m a n -or al a n d n o n -or al, as w ell as p ot e nti al n o v el s p e ci es. S p e ci es l e v el 
r e a d c o u nt t a bl e will b e u s e d f or a v ari et y of d o w n str e a m c o m p ar ati v e a n d st atisti c al a n al ys es i n cl u di n g:  

 
1.  Vi s u al  A n al ysis - I nt er a cti v e t a x o n o m y b ar  pl ots  
2.  C o m p ositi o n al d at a  a n al ysis  ( C o D a) - c e nt er e d  l o g r ati o ( clr) d at a  tr a nsf or m ati o n 
3.  Dist a n c e/ Dissi mil arit y  m etri c  m e as ur e m e nt  - Ait c his o n  dist a n c e  
4.  Mi cr o bi al  pr ofil es  - h e at m a p  a n d  cl ust eri n g  
5.  P h yl o g e n eti c tr e es wit h  r el ati v e a b u n d a n c e  
6.  Mi cr o bi al  di v ersit y  a n al y s es  - al p h a a n d  b et a  di v er siti es,  c or e  mi cr o bi o m e  a n al ysis  
7.  V ari a n c e -b as e d  c o m p ositi o n al pri n ci p al c o m p o n e nt ( P C A) bi pl ot f or b et a - di v ersit y e x pl or ati o n  
8.  N et w or k  C orr el ati o n  a n al ysis  - S P A R C C  
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9.  Diff er e nti al  A b u n d a n c e A n al ysis – A n c o m B C 2  
1 0.  L Ef S e  ( Li n e ar  dis cri mi n a nt  a n al ysis  Eff e ct  Si z e)  d et er mi n es  t h e  f e at ur e s  ( or g a nis ms,  cl a d es,  

o p er ati o n al  t a x o n o mi c  u nits,  g e n es,  or  f u n cti o ns)  m ost  li k el y  t o  e x pl ai n  diff er e n c es  b et w e e n  
cl ass es ( n o n-c o m p ositi o n al t est)  

T h e a b o v e- m e nti o n e d a n al ys es will b e d o n e as wit hi n gr o u p a n al ysis (f or b ot h tr e at m e nt gr o u ps, s e p ar at el y, 
c o m p ari n g b as eli n e a n d 6 - w e e k ti m e p oi nts) a n d b et w e e n gr o u p a n al ysis ( c o m p ari n g tr e at m e nt gr o u ps at b ot h 
ti m e p oi nts-b as eli n e a n d 6 w e e k).  

 
II.   F u n cti o n al  P r ofili n g  b y  M et at r a n s c ri pt o mi c  D e e p  S e q u e n ci n g  

 
T h e  m et a  tr a ns cri pt o m e c o nstit ut es  t h e g e n es  e x pr ess e d  b y mi cr o b es  wit hi n  a n y  gi v e n s a m pl e.  T h e  st u d y 
of t his t hr o u g h t h e s e q u e n ci n g a n d a n al ysis of R N A c a n gi v e i nsi g ht i nt o h o w t h e mi cr o bi o m e or 
i s ol at e d b a ct eri a b e h a v es u n d er c o n diti o ns of i nt er est, g ai ni n g a d e e p er u n d erst a n di n g of t h e g e n e 
e x pr essi o n a n d ass o ci at e d f u n cti o n al o ut c o m es. 

 
R N A e xtr a cti o n a n d Li br ar y Pr e p ar ati o n a n d S e q u e n ci n g: T h e s a m pl es w er e pr o c ess e d a n d a n al y z e d 
wit h  t h e   M et atr a ns cri pt o mi cs  S e q u e n ci n g  S er vi c e   
S p e cifi c d et ails f or t h e pr oj e ct c a n b e f o u n d i n t h e fi n al r e p ort P D F. 

•  R N A  E xtr a cti o n:  O n e  of  t h e  e xtr a cti o n  kits  R N A  Kit    or  
 R N A  Mi ni pr e p Kit   ,  will  b e us e d  d e p e n di n g 

o n t h e s a m pl e t y p e a n d  s a m pl e v ol u m e. B ot h kits  st art  wit h  m e c h a ni c al  l ysis of mi cr o bi al  s a m pl es 
usi n g  L ysis T u b e ( 0. 1 m m a n d 0. 5 m m) t o e ns ur e effi ci e nt l ysis of b a ct eri a,  
ar c h a e a, a n d f u n gi. 

•  R N A Li br ar y Pr e p ar ati o n: T h e R N A -S e q li br ar y will b e pr e p ar e d usi n g t h e 
T ot al  R N A  Li br ar y  Kit   wit h  5 0 0  n g  R N A  as  i n p ut. All  
li br ari es will b e q u a ntifi e d wit h T a p e St ati o n  a n d t h e n 
p o ol e d i n e q u al a b u n d a n c e. T h e fi n al p o ol will b e q u a ntifi e d usi n g q P C R. 

•  S e q u e n ci n g: T h e fi n al li br ar y will b e s e q u e n c e d o n eit h er t h e or t h e 

Bi oi nf or m ati cs  D at a  A n al ys es:  I niti al  Q C,  a d a pt er  tri m mi n g  a n d  pr e pr o c essi n g  of  m et a g e n o mi c  
s e q u e n ci n g r e a ds ar e d o n e usi n g  T h e q u alit y-c o n tr oll e d r e a ds ar e t h e n s u bj e ct e d t o a tr a nsl at e d 
s e ar c h a g ai nst a c o m pr e h e nsi v e a n d n o n -r ed u n d a nt pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e, T h e 
d at a b as e,  pr o vi d e d b y r e pr es e nts a cl ust eri n g  of all  n o n-r e d u n d a nt pr ot ei n s e q u e n c es  i n   
s u c h t h at e a c h s e q u e n c e i n a cl ust er ali g ns wit h 9 0 % i d e ntit y a n d 8 0 % c o v er a g e of t h e l o n g est s e q u e n c e 
i n th e cl ust er. T h e m a p pi n g of m et a g e n o mi c r e a d s t o g e n e s e q u e n c es ar e w ei g ht e d b y m a p pi n g q u alit y, 
c o v er a g e  a n d  g e n e  s e q u e n c e l e n gt h t o esti m at e  c o m m u nit y  wi d e  w ei g ht e d  g e n e f a mil y a b u n d a n c es b as e d 
o n  a n  a p pr o a c h  f or  s p e ci es -l e v el  f u n cti o n al  pr ofili n g  of  m et a g e n o m es  a n d  m et atr a ns cri pt o m es. G e n e 
f a mili es  ar e  t h e n  a n n ot at e d  t o r e a cti o ns  ( M et a b oli c  E n z y m es)  t o  r e c o nstr u ct  a n d  q u a ntif y  

 m et a b oli c  p at h w a ys  i n  t h e  c o m m u nit y.  F urt h er m or e,  t h e    g e n e  f a mili es  ar e  als o  
r egr o u p e d t o E n z y m e C o m missi o n e n z y m es, Pf a m pr ot ei n d o m ai ns, C A Z y e n z y m es a n d G O T er ms i n 
or d er t o g et  a n  e x h a usti v e o v er vi e w  of g e n e  f u n cti o ns i n t h e c o m m u nit y. L a stl y,  t o f a cilit at e c o m p ari s o ns 
a cr oss m ulti pl e s a m pl es wit h diff er e nt s e q u e n ci n g d e pt hs, t h e a b u n d a n c e v al u es ar e n or m ali z e d usi n g 
t ot al-s u m s c ali n g ( T S S) n or m ali z ati o n t o pr o d u c e C P M ( c o pi es p er milli o n) u nits, a n al o g o us t o T P Ms 
(tr a ns cri pt p er  milli o n)  i n R N A -S e q  a n al ysis.  T h e  h u m a n r e a ds will  b e filt er e d o ut b y a g ai nst  t h e 
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 Thi s i s d o n e a ut o m ati c all y b y t h e pi p eli n e w e ar e 
usi n g ri g ht aft er r e a ds u pl o a di n g t o t h e s er v er a n d pri or t o  pr o c ess. 

III.   C o m pli a n c e,  Q C,  a n d D at a  M a n a g e m e nt  
 
C o m pli a n c e : R a w  d at a  a n al ysis will  b e p erf or m e d  a c c or di n g  t o St a n d ar d  O p er ati n g  Pr o c e d ur es  d e v el o p e d 
at t h e i. e., mi cr o bi al i d e ntifi c ati o n, f or N e xt 
G e n er ati o n  S e q u e n ci n g ar e  st a n d ar d  i n t h e mi cr o bi ol o gi c al  fi el d as  n ot e d b y  m a n y  p u bli c ati o ns i n cl u di n g 
b y t h e  Dir e ct or. 

 
Q u alit y  C o ntr ol:  As  st at e d  a b o v e, s a m pl e bi oi nf or m ati c  a n al ysis  f oll o ws t h e st a n d ar d  bi oi nf or m ati cs  t o ols 
a v ail a bl e  a n d  r e p ort e d i n t h e s ci e ntifi c lit er at ur e. T h e c ut  off  st a n d ar d r e a d n u m b er is 5 0 0 0 r a w r e a d p airs. 
Aft er d e n oisi n g a n d p airi n g, t h er e will b e at l e ast 1 0 0 0 m er g e d r e a ds p er s a m pl e. T h e V 1 V 3 
l e n gt h is a p pr o xi m at el y 4 8 0 nt. Aft er t h e r e a d p airs ar e d e n ois e d b y  a n d m er g e d, t h er e is a st e p 
i n t h e a n al ysis t h at e x cl u d es A S V l e n gt hs of l ess t h a n 3 0 0 nt ( m er g e d l e n gt h). A n e v al u a bl e mi cr o bi o m e 
r es ult is d efi n e d as 1) s uffi ci e nt D N A/ R N A e xtr a ct e d fr o m t h e s a m pl e a n d 2) aft er s e q u e n ci n g, at l e ast 
5 0 0 0 1 6 S r R N A a m pli c o n r e a ds p er s a m pl e.   

D at a O ut p ut : S a m pl e gr o u ps will b e c o m p ar e d u si n g t h e m e as ur es d es cri b e d a b o v e. I n c o m p aris o ns of 
t h e  gr o u ps  a n d  ti m e  p oi nts,  al p h a  di v ersit y  will  ill ustr at e  t h e  diff er e nt  n u m b ers  of  b a ct eri al  s p e ci es  
( gr a p hs); b et a  di v ersit y  will  ill ustr at e  t h e  o v er all  diff er e n c es  i n  e ntir e  b a ct eri al  pr ofil es  ( gr a p hs);  
A n c o m B C 2  a n d  L Ef S e  will  ill ustr at e  t h e  st atisti c all y  diff er e nt  b a ct eri al  s p e ci es  wit h  r es p e ct  t o  t h e  
c o m p aris o n  gr o u ps.  I nt er pr et ati o n  fr o m  t h es e  a n al ys es  will  b e  pr o vi d e d  i n  A n al ysis  R e p ort  wit h  
a p pr o pri at e  gr a p hs  a n d  pl ots  c o m p ari n g  gr o u ps  at  e a c h  ti m e  p oi nt  wit h  r es p e ct  t o  c h a n g es  i n  
mi cr o bi ol o gi c al pr ofil es. W h e n p erf or mi n g m ulti pl e p air wis e c o m p aris o ns, t h e mi x e d dir e cti o n al f als e 
di s c o v er r at e ( m d F D R) will b e t a k e n i nt o a c c o u nt. 

 
E x c el s pr e a ds h e ets of r a w d at a wit h b a ct eri al i d e ntifi c ati o n wit h r es p e ct t o e a c h gr o u p at all ti m e p oi nts 
will  b e  pr o vi d e d  t o  H al e o n.  T his  d at a  c a n  b e  us e d  f or  m or e  i n -d e pt h  bi ost atisti c al  a n al ysis  (i. e.,  
P E R M A N O V A, r e gr essi o n et c.).  

D at a  St or a g e a n d A r c hi vi n g  Pl a n  aft er  C o m pl eti o n  of t h e St u d y:  
 
1 6 S r R N A s e q u e n c e d at a a n d a n al ysis r es ults: R a w 1 6 S r R N A s e q u e n c e r e a ds will b e st or e d a n d m a d e 
a c c essi bl e  t o  H al e o n  t hr o u g h  t h e   st or a g e  s er vi c e.    h as  m ulti pl e  b a c k -u p  st or a g e  a n d  
r e d u n d a n c y str at e gi es  a n d  d at a  will  b e k e pt u p t o 6 m o nt hs aft er  t h e c o m pl eti o n  of t h e st u d y. D at a  a n al ys es 
ar e  als o  pr o vi d e d i n a bi oi nf or m ati c  r e p ort t h at is d o w nl o a d a bl e. D at a  i nt er pr et ati o ns will  b e pr o vi d e d i n 
a s e p ar at e r e p ort as m e nti o n e d a b o v e.  

 
F or  t h e d at a  u pl o a d e d t o a n d  st or e d  i n  t h e d at a  is st or e d  o n t h e h u b s e c ur el y  f or 6 m o nt hs 
aft er  c o m pl eti o n  of st u d y wit h o ut c ost.  Aft er  6 m o nt hs, t h er e will  b e a n a n n u al  m ai nt e n a n c e  c ost
t o a c c ess t h e d at a. 

 
R a w  s e q u e n c es  d at a  will  als o  b e st or e d  o n t h e s er v er  s e c ur el y 
u p t o 6 m o nt hs aft er  t h e c o m pl eti o n  of st u d y. Aft er  6 m o nt hs, t h er e will  b e a n  a n n u al m ai nt e n a n c e  c o st 

t o a c c ess t h e d at a st or e d o n  
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M et at r a n s cri pt o mi c s e q u e n c e d at a a n d a n al ysis r es ults: R a w s e q u e n c e r e a ds a n d f u n cti o n al pr ofili n g 
r es ults  of  t h e  m et atr a ns cri pt o mi c  st u d y  will  b e  st or e d  a n d  m a d e  a c c es si bl e  t o  H al e o n  t hr o u g h  t h e  

 u p t o 6 m o nt hs af t er t h e c o m pl eti o n  of t h e st u d y wit h o ut c ost. Aft er  6 m o nt hs, t h er e will  
b e  a n  a n n u al  m ai nt e n a n c e  c ost    t o  a c c e ss  t h e  d at a  st or e d  o n b ot h  1 6 S  a n d  
m et a g e n o mi c st u di es.  

 
is a n o nli n e s oft w ar e s ol uti o n t h at e n a bl es i n cr e di bl y f ast a n d e asil y a c c essi bl e a n al ysis 

of  c o m pl e x  m et a g e n o mi c  d at a.  T his  w e b  i nt erf a c e  gi v es  s ci e ntists  us er -fri e n dl y  a c c ess  t o  n u m er o us  
pi p eli n es d e v el o p e d b y  i n cl u di n g a m pli c o n a n d s h ot g u n d at a a n al ysis. I n a d diti o n t o h a vi n g 
a c c ess  t o v ersi o n- c o ntr oll e d, v ali d at e d  pi p eli n es, t h e s oft w ar e  e n a bl es  c o nti n u o us s pli ci n g  of mi cr o bi o m e 
d at a  f or n o v el dis c o v eri e s a n d  a p pr e ci ati o n  of i m p ort a nt a n al ys es  s u c h  as  Pri n ci p al  C o m p o n e nt A n al ysis, 
Al p h a Di v ersit y, B et a Di v ersit y as w ell as si g nifi c a n c e t esti n g b et w e e n gr o u ps. T h e c or e b e n efits of t h e 

pi p eli n e i n cl u d es b ut n ot li mit e d t o:  
 
1.  C h ar a ct eri z e t h e f u n cti o n al p ot e nti al of t h e mi cr o bi o m e c o m m u nit y usi n g  P at h w a ys, E n z y m e 

C o m missi o n ( E C), Pf a m, C A Z y a n d G o T er ms. 
2.  Str ai n -l e v el t a x o n o mi c cl assifi c ati o n wit h p h yl o g e n eti c i nf er e n c e of n o v el or g a nis ms m e a ni n g us ers 

i s n ot r el yi n g o n w h at h as o nl y b e e n c h ar a ct eri z e d i n p u bli c d at a b as es. F or e x a m pl e, if a n o v el str ai n 
i s i d e ntifi e d, t h e pi p eli n e will c all its n e ar est n ei gh b or a n d i nf or m us ers h o w t o i nt er pr et t h e str ai n - 
l e v el st atisti cs. 

3.  M ulti -ki n g d o m  I D  &  c h ar a ct eri z ati o n  wit h  o n e  si n gl e  pi p eli n e:  B a ct eri a,  Vir us es,  P h a g es,  F u n gi,  
Pr otists, B a ct eri al M A G’ s, A M R g e n es & Vir ul e n c e F a ct ors.  

4.  Pr e cisi o n Filt ers f or c o nfi d e n c e – a d v a n c e d m a c hi n e l e ar ni n g filt ers f or diff er e nti ati n g si g n al fr o m 
n ois e, as  d e m o nstr at e d  i n v ari o us t hir d-p art y  c h all e n g es,  m e a ni n g t h at t h e r es ults ar e  l ess i m p a ct e d b y 
f als e p ositi v es. 

5.  S a m pl e -t y p e a g n osti c a n al ysis. R e g ar dl ess of s a m pl e ori gi ns, e. g., st o ol, s ki n, c h e es e, w ast e w at er, or 
c or al  r e efs, t h e d at a b as e  is b uilt a g n osti c all y  t o a n y  s p e cifi c s a m pl e t y p e w hi c h  gi v es  us er s 
t h e fl e xi bilit y t o a n al y z e m ulti pl e s a m pl e t y p es a cr oss m ulti pl e pr oj e cts o v er ti m e a n d h a v e t h e d at a 
c o nti n uit y r e q uir e d f or l o n g-t er m a n d c o nti n u o us R & D. 

 
 
S h ot g u n  W h ol e  G e n o m e  M et a g e n o mi cs  ( O pti o n al or alt er n ati v e  t o m et atr a ns cri pt o mi cs  if R N A  yi el d  is 
l o w) 

 
T h e  s a m pl es  will  b e pr o c ess e d  a n d  a n al y z e d  wit h  t h e  S h ot g u n M et a g e n o mi c  S e q u e n ci n g 
S er vi c e f or Mi cr o bi o m e A n al ysis  

 
D N A E xtr a cti o n: O n e of t hr e e diff er e nt D N A e xtr a cti o n kits will b e us e d d e p e n di n g o n t h e s a m pl e t y p e 
a n d  s a m pl e v ol u m e. I n m ost c as es,  t h e D N A  Kit   

 is  us e d  t o  e xtr a ct  D N A  usi n g  a n  a ut o m at e d  pl atf or m.  I n  s o m e  c as es,   
 Kit is us e d. F or l o w bi o m ass s a m pl es, s u c h as s ki n s w a bs, t h e 

 Kit  is u s e d as it p er mits f or a l o w er 
el uti o n v ol u m e, r es ulti n g i n m or e c o n c e ntr at e d D N A s a m pl es. 

 

S h ot g u n  M et a g e n o mi c  Li br ar y  Pr e p ar ati o n:  G e n o mi c  D N A  s a m pl es  will  b e  pr ofil e d  wit h  s h ot g u n  
m et a g e n o mi c  s e q u e n ci n g.  S e q u e n ci n g  li br ari es  will  b e  pr e p ar e d  wit h  eit h er  t h e  K A P A ™  H y p er Pl us 
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Li br ar y  Pr e p ar ati o n  Kit   wit h  u p t o 1 0 0  n g D N A  i n p ut f oll o wi n g t h e 
m a n uf a ct ur er's pr ot o c ol usi n g i nt er n al si n gl e -i n d e x 8 b p b ar c o d es wit h Tr u S e q ® a d a pt ers 

 or t h e N e xt er a ®  D N A  Fl e x  Li br ar y  Pr e p  Kit  wit h  u p t o 1 0 0 n g  
D N A  i n p ut f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur ers  pr ot o c ol usi n g  i nt er n al d u al-i n d e x 8 b p b ar c o d es  wit h  N e xt er a ® 
a d a pt ers   All  li br ari es  will  b e  q u a ntifi e d  wit h  T a p e St ati o n ®    

a n d t h e n p o ol e d i n e q u al a b u n d a n c e. T h e fi n al p o ol will b e q u a ntifi e d usi n g 
q P C R.  
 
S e q u e n ci n g: T h e  fi n al li br ar y will  b e s e q u e n c e d  o n eit h er  t h e or t h e

 
Bi oi nf or m ati cs A n al ysis: R a w s e q u e n c e r e a ds a n d f u n cti o n al pr ofili n g r es ults of t h e m et atr a ns cri pt o mi c 
st u d y will  b e st or e d  a n d  m a d e  a c c essi bl e  t o H al e o n  t hr o u g h t h e  u p t o 6 m o nt hs aft er  t h e 
c o m pl eti o n of t h e st u d y.  is a n o nli n e s oft w ar e s ol uti o n t h at e n a bl es i n cr e di bl y f ast a n d 
e asil y  a c c essi bl e  a n al ysis  of c o m pl e x  m et a g e n o mi c  d at a.  T his  w e b  i nt erf a c e gi v es s ci e ntists  us er -fri e n dl y 
a c c ess  t o n u m er o us pi p eli n es d e v el o p e d b y i n cl u di n g a m pli c o n a n d  s h ot g u n d at a a n al ysis.  I n 
a d diti o n  t o  h a vi n g  a c c e ss  t o  v ersi o n -c o ntr oll e d,  v ali d at e d  pi p eli n es,  t h e  s oft w ar e  e n a bl es  c o nti n u o us  
s pli ci n g  of mi cr o bi o m e  d at a  f or n o v el dis c o v eri es a n d  a p pr e ci ati o n  of i m p ort a nt a n al ys es  s u c h  as  Pri n ci pl e 
C o m p o n e nt A n al ysis, Al p h a Di v ersit y, B et a Di v ersit y as w ell as si g nifi c a n c e t esti n g b et w e e n gr o u ps. 
Str ai n -l e v el a b u n d a n c e i nf or m ati o n w as e xtr a ct e d fr o m t h e C e ntrif u g e o ut p uts a n d f urt h er a n al y z e d: ( 1) 
t o p erf or m al p h a- a n d b et a -di v ersit y a n al ys es; ( 2) t o cr e at e mi cr o bi al c o m p ositi o n b ar pl ots wit h
( C a p or as o et  al.,  2 0 1 2); ( 3) t o cr e at e  t a x a a b u n d a n c e  h e at m a ps  wit h  hi er ar c hi c al  cl ust eri n g  ( b as e d o n Br a y - 
C urtis  dissi mil arit y);  a n d  ( 4) f or bi o m ar k er  dis c o v er y wit h  L Ef S e  ( S e g at a et  al.,  2 0 1 1) wit h  d ef a ult  s etti n gs 
( p > 0. 0 5 a n d L D A eff e ct si z e > 2). 

 
St atisti c al  A n al ysis:  D at a  will  b e  pr o vi d e d  f or  Mi cr o bi o m e  P o p ul ati o n  ( d efi n e d  as:  all  r a n d o mi z e d  
s u bj e cts w h o c o m pl et e at l e ast o n e us e of st u d y pr o d u ct a n d wit h a n e v al u a bl e mi cr o bi o m e r es ult o bt ai n e d 
fr o m at l e ast o n e s a m pli n g ar e a at b ot h b as eli n e a n d W e e k 6).   St atisti c al c al c ul ati o ns will b e p erf or m e d 
usi n g t h e P yt h o n s ci kit- l e ar n a n d St ats M o d els li br ari es. Diff er e nc es i n al p h a di v ersit y ( O bs er v e d f e at ur es 
a n d S h a n n o n di v ersit y) will b e a n al y z e d usi n g a r a n k e d o n e -w a y A N O V A f oll o w e d b y a T u k e y h o n est 
si g nifi c a nt  diff er e n c e  t e st  f or  m ulti pl e   p ost- h o c  c o m p aris o ns. P er m ut ati o n al  m ulti v ari at e  a n al ysis   of 
v ari a n c e  ( P E R M A N O V A) will  b e  us e d  Br a y -C urtis  a n d  J a c c ar d  dist a n c e m e as ur es  t o ass ess  mi cr o bi al  
c o m m u nit y  c o m p ositi o n al diff er e n c es b et w e e n gr o u ps ( 9 9 9 p er m ut ati o ns).   

 
 
Fi n al  R e p o rt:  A st ati c fi n al r e p ort p er  a n al ysis  will  b e pr o vi d e d. F or  t h e 1 6 S t a x o n o m y a n al ysis,  t h e r e p ort 
will b e pr o vi d e d o nli n e a n d c a n b e d o w nl o a d e d. A s a m pl e 1 6 S t a x o n o m y r e p ort c a n b e vi e w e d h er e: 

. 
 
F u n c ti o n al m et a-tr a ns cri pt o mi c a n al ysis r e p ort will b e pr o vi d e d i n b ot h st ati c a n d i nt er a cti v e f or m ats. 
H al e o n c a n h a v e a c c ess t o a w e b -b as e d i nt er a cti v e t o ol (t hr o u g h ) a n d vis u ali z e t h e d at a 
a n d a n al yti c al r es ults i nt er a cti v el y. R e p orts c a n b e d o w nl o a d e d f or i n di vi d u al a n al ysis as w ell as a fi n al 
st ati c r e p ort c o nt ai ni n g m ulti pl e a n al ysis.  
R e p orts c a n als o b e pr o vi d e d t hr o u g h a s e c ur e d at a s h ari n g pl atf or m pr o vi d e d b y t h e S p o ns or. 
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A p p e n di x  II.  
 
T a bl e  2.

 

 

3 0 0 1 0 1 St atisti c al A n al ysis Pl a n  Mi cr o bi o m e 2 2 M ar 2 0 2 4 | T M F- 2 5 8 7 4 6 | 1. 0

C CIP P D

C CI
C CI

C CI

C CI


	Microbiological Analyses of Oral Samples in the study titled ”A randomised, controlled, examiner-blind, methodology development study to evaluate the effect of a stannous fluoride toothpaste on the oral microbiome”
	Purpose
	Sample Assay and Analysis Schedule*:
	Appendix I: Microbiological Assay Methods
	16s rRNA Gene Amplicon Sequencing

	II.  Functional Profiling by Metatranscriptomic Deep Sequencing
	III.  Compliance, QC, and Data Management
	Data Storage and Archiving Plan after Completion of the Study:

	Appendix II. Budget and Payment Schedule



