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ABSTRACT

Tandpasta med enzymer
og proteiner &ndrer
mikrobiometien
positiv retning

Vi ved nu, at de mange arter, der udger det
orale mikrobiom, spiller en neglerolle for opna-
else og vedligeholdelse af oral sundhed. Mulig-
heden for at kunne foretage taksonomisk be-
stemmelse af mikrobiomet pa artsniveau er en
forudseetning for at kunne beskrive dets diver-
sitet og dets sammenhaeng med sundhed og
sygdom. Vi rapporterer her, hvilke gkologiske
virkninger brugen af tandpasta med enzymer
og proteiner har pa plakkens mikrobiom sam-
menlignet med en kontroltandpasta. Resulta-
terne paviser, at en tandpasta, der indeholder
enzymer og proteiner, kan fremme spyttets
naturlige forsvarsmekanismer og fremkalde
en andring i mikrobiomets sammensaetning
med et oget antal af bakterier, der er forbun-
det med parodontal sundhed, og et samtidigt
fald i antallet af bakterier, der er forbundet med
parodontal sygdom. Den statistiske analyse
viser signifikant forogelse af 12 arter, der er
forbundet med parodontal sundhed, heriblandt
Neisseria-arter, og signifikant reduktion af 10
arter, der er forbundet med parodontal syg-
dom, heriblandt Treponema arter. Resultaterne
viser, at en tandpasta, der indeholder enzymer
og proteiner, signifikant kan aendre det orale
mikrobioms ekologi (p& artsniveau), sa mikro-
biomet fremtraeder mere sundt.
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roppens normale mikrobiota er ikke alene livsngd-

vendig, den spiller ogsé en vaesentlig rolle i udvikling

af — og beskyttelse imod - forskellige sygdomstil-

stande (1). Som beskrevet af Kilian et al. har men-

nesket udviklet sig side om side med mikroorganismerne, og vi
har et symbiotisk eller mutualistisk forhold til vores residente
mikrobiom (2). For det meste har forholdet

EMNEORD . .

— mellem veert og mikrobiom karakter af home-
Toothpaste; . .

OOpASte; ostase (2); men de bakterier, virus og svampe,
microbiome, oral; . . . N

ecology; der koloniserer forskellige omrader pa krop-

enzymes; proteins pen, fx issen (3), ansigtet (4), tarmen (5) eller
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mundhulen (6), kan ogsa sattes i forbindelse med sygdomme
og ugnskede tilstande som skel (7), akne (8), kroniske inflam-
matoriske tarmsygdomme (9) og marginal parodontitis (10).

Nar mundhulens gkosystem er i ligeveegt, udfylder mikro-
biomet en vigtig rolle med at fremme og vedligeholde den
orale sundhed (11). Munden er hjemsted for et af de mest sam-
mensatte mikrobiomer i kroppen. Der forekommer béde virus,
svampe, protozoer, archaebakterier og bakterier (12). Indtil nu
har man identificeret mere end 700 forskellige mikroorganis-
mer (13,14). Selv om veartsfaktorers betydning for udvikling af
oral sygdom ikke skal underkendes (15-17), m& man overord-
net sige, at tilstedeverelsen af en s mangfoldig mikroflora for-
hindrer overvakst af enkelte arter, som ellers kunne medfgre et
bakterietryk, der ville overskride den patologiske teerskel (18).
Men det orale mikrobioms gavnlige virkninger indskreenker sig
ikke til beskyttelse mod kolonisation af udefra kommende mi-
kroorganismer; de omfatter ogsd immunologisk aktivering og
nedregulering af uhensigtsmeessige proinflammatoriske reak-
tioner (19). Det symbiotiske forhold kan dog adelegges, fx ved
darlig mundhygiejne, sé der opstar dysbiose og plakrelaterede
sygdomme (20).

Spyttet spiller en vigtig rolle i forebyggelse af dysbiose og
opretholdelse af sunde forhold i mundhulen (21,22). Spytkom-
ponenter, iseer antimikrobielle faktorer som enzymer og protei-
ner, udgver et betydeligt selektivt tryk p& mikrofloraen og bi-
drager dermed til beskyttelsen mod patogene mikroorganismer
(23,24) og sammensatningen af den permanente mikroflora
(25). Spyttet er desuden vigtigt for dannelsen af pellikelen, den
tynde acelluleere organiske film, der dannes pa orale overflader,
som udsettes for spyt (26). Det er pavist, at enzymer og pro-
teiner fra spyttet kan indlejres i aktiv form i pellikelen (27,28)
og direkte pavirke den initiale kolonisation af mikroorganismer
(29).

En af de vigtigste forsvarsmekanismer i spyttet er laktope-
roksidasesystemet (LPO) (28). Dette system aktiveres bl.a. af
brintoverilte, som oksiderer thiocyanat til hypothiocyanit, en
proces der har veeret grundigt diskuteret i den videnskabelige
litteratur (30-32). Brintoverilte har i sig selv antimikrobiel virk-
ning (33) og er blevet tilskrevet en vigtig rolle i den orale sund-
hed. I mundhulen dannes brintoverilte bade af veertsceller (34)
og af mikroorganismer. I laboratorieforsgg har nogle arter af
streptokokker frembragt sa store koncentrationer af brintover-
ilte, at det har kunnet heemme vaeksten af mange plakbakterier
(35). Brintoverilte indgdr desuden i en raekke enzymatiske
reaktioner ud over LPO-systemet, fx dannelse af ilt ved hjalp
af enzymet katalase (23). Endvidere spiller hypothiocyanit en
ngglerolle i den orale sundhed, idet det er et naturligt antimi-
krobielt middel, som er intensivt udforsket (34,36-40). Hypo-
thiocyanit, som dannes af LPO-systemet, har antibakterielle
virkninger pé béde cariogene bakterier (32) og sortpigmente-
rede anaerobe bakterier, der forbindes med marginal parodon-
titis, fx Porphyromonas gingivalis (41).
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Ud over LPO-systemet er ogsd andre spytkomponenter sé-
som lysozym og laktoferrin vaesentlige for mundens naturlige
forsvar mod bakterier. Lysozym er et antibakterielt protein,
der forekommer i en reekke slimhindesekreter (18). Kvantita-
tivt er det det vigtigste antibakterielle stof i spyttet pa grund af
dets evne til at nedbryde glykosidbindinger i peptidoglykaner
(21,42). Denne effekt er mest udtalt mod Gram-positive bakte-
rier, som har et tykt lag af peptidoglykan i cellevaeggen, mens
peptidoglykan hos Gram-negative bakterier er beskyttet af en
ydre membran (43). Det er vist, at laktoferrin kan gge permea-
biliteten af den ydre membran hos Gram-negative bakterier og
dermed lette penetration af lysozym (44). Den vigtigste virk-
ning af laktoferrin er dog, at det som jernbindende protein kan
reducere mengden af tilgaengeligt jern, der kan fungere som
co-faktor for bakterielle enzymer, og dermed heemme bakteri-
ernes vakst. Ud over denne bakteriostatiske virkning har lakto-
ferrin ogsa baktericide egenskaber, som kommer til udtryk ved
direkte kontakt mellem proteinet og bakterierne (45). Det er
pévist, at laktoferrin og lysozym har synergistisk virkning, hvis
de kombineres (46), og desuden gges den antimikrobielle virk-
ning af bade laktoferrin og lysozym, hvis de kombineres med
LPO-systemet (39,47). Endvidere mener nogle forfattere, at
laktoferrin har antiinflammatorisk virkning over for marginal
parodontitis (48).

For at styrke spyttets naturlige forsvarsmekanismers evne
til at kontrollere det orale mikrobiom har man udviklet tand-
pastaer og andre mundplejemidler, som indeholder enzymer
og proteiner. Zendium™ indeholder tre enzymsystemer (amy-
loglukosidase, glukoseoksidase og laktoperoksidase), som er
kombineret med henblik pé at fremme dannelsen af brintover-
ilte og hypothiocyanit, samt tre andre proteinkomponenter
(lysozym, laktoferrin og immunglobulin G), som tilfgrer yder-
ligere antimikrobielle virkninger. Der er pavist aget forekomst
af bade lysozym og brintoverilte i spyttet efter tandbgrstning
med Zendium™ sammenlignet med en kontroltandpasta uden
enzymer og proteiner (49). Dette er et vaesentligt fund, da tid-
ligere rapporter tyder pd, at normale fysiologiske koncentra-
tioner af brintoverilte kan veere utilstrackkelige til aktivering
af LPO-systemet (31), og styrkelse af LPO-systemet in vivo kan
vaere et effektivt middel til at regulere syreproducerende bak-
terier (50).

De fleste tidligere undersogelser af effekten af tandpasta pa
det orale mikrobioms pkologi har veeret baseret pa traditionelle
dyrkningsmetoder (51,52). Dette har begraenset vores indsigt,
da en stor andel af den normale mikroflora ikke kan dyrkes i
laboratoriet (53). Selv om der er fremkommet en lang reekke
nye molekylerbiologiske metoder, er det stadig smét med vi-
denskabelige undersggelser af gkologiske a@ndringer i det orale
mikrobiom efter brug af tandpasta (54,55). Den seneste tek-
nologiske udvikling inden for DNA-sekventering har imidler-
tid gjort det muligt at méle @ndringer i det orale mikrobioms

sammensatning, hvilket har fart til en overveldende mangde (3)
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nye undersggelser af mikrobiologiske forskelle mellem sunde
og syge tilstande (16,56,57). Undersggelser af den type lettes
betydeligt gennem adgang til specifikke, velorganiserede data-
baser, der muligger bestemmelse af humane mikrobiomer pé
artsniveau, fx Human Oral Microbiome Database (58,59).

Nar mikrobiomet er sd komplekst, som det er, er det essen-
tielt at kunne foretage bestemmelser pd artsniveau, hvis man
skal undersgge enkelte arters betydning for det samlede mikro-
bioms funktion. Formélet med dette arbejde var at underspge
effekten af tandpasta p& det orale mikrobioms gkologi pa arts-
niveau, idet vi sammenlignede en fluortandpasta, der indehol-
der enzymer og proteiner, med en fluortandpasta uden enzy-
mer og proteiner. Endvidere gnskede vi at opné dybere indsigt i
de mulige fordele ved at anvende en tandpasta med enzymer og
proteiner med henblik pé at styrke spyttets naturlige forsvars-
mekanismer, endre mundhulens gkologi og skabe sundheds-
meessige fordele.

Materialer og metoder
Dette afsnit kan ses i versionen af artiklen p& Tandlegebladets
hjemmeside, hvor det er placeret til sidst som et appendiks.

Resultater

Sekventering og taksonomisk klassifikation

220 progver blev behandlet og analyseret ved hjelp af Illumina
sekventering, hvilket i udgangspunktet resulterede i ca. 37,9
mio. parrede aflesninger af rasekvenser, som efter yderligere
behandling frembragte 26,9 mio. overlappende contigs (st af
overlappende DNA-segmenter). 14,7 mio. contigs kunne klas-
sificeres til sleegts- eller artsniveau ved hjalp af en database pé
The Forsyth Institute, og dette resulterede i 17 phyla, 183 slaeg-
ter og 1.220 arter. Artsprgver med mindre end 100 teellinger
blev sldet sammen; herefter var der 414 arter, der kunne under-
kastes statistisk analyse. Otte parrede prgver blev frasorteret pd
dette stadium pd grund af mangelfulde data. De resterende 204
prover blev analyseret statistisk.

Andringer pé sleegtsniveau

Der blev foretaget analyser pa slaegtsniveau med henblik pé at
bestemme, hvilke sleegter der blev pavirket ved brug af tandpa-
sta i 14 uger. Forskelle mellem forsggsgrupper blev undersggt
med betadiversitet og visualiseret i ordinationsdiagrammer.
Ordinationsdiagrammet over random forest-analyse (Fig. 1)
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Fig. 1. Sleegtsniveau: Ordinationsdiagram, der viser resultaterne af en random forest-analyse af data pa sleegtsniveau. Det
geometriske centrum for de fire grupper (kontroltandpasta ved baseline, kontroltandpasta efter 14 uger, testtandpasta ved

baseline og testtandpasta efter 14 uger) er markeret.

Fig. 1. Genus level: Ordination plot showing results of random forest analysis for genus level data for the four experimental
groups. The label indicates the centroid for each experimental group.
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viser den bakterielle sammensetning for begge tandpastagrup-
per ved baseline og efter 14 uger. De to tandpastagrupper blev
sammenlignet ved hjaelp af ANOVA. Der var ingen signifikant
forskel i bakteriesammensatningen ved baseline (p = 0,36).
Datamaterialet blev undersggt for endringer i bakteriesam-
mensztningen i lpbet af undersggelsesperioden pa 14 uger, og
der blev pévist signifikante &endringer i testgruppen (p = 0,01),
men ikke i kontrolgruppen (p = 0,97). Der blev desuden fun-
det signifikant forskel imellem de to tandpastagrupper efter 14
uger (p = 0,011).

Andringer pa artsniveau
Resultaterne af analysen pé artsniveau stemte overens med
resultaterne pa slegtsniveau. ANOVA og de tilhgrende ordi-
nationsdiagrammer over random forest-analysen (Fig. 2) viste
ingen signifikante forskelle i sammensetning ved baseline (p =
0,23), mens der sas signifikante eendringer i testgruppen i lgbet
af de 14 uger (p = 0,025). Der fandtes ingen forskelle i kontrol-
gruppen (p = 1,0). Der var statistisk signifikant forskel mellem
test- og kontrolgruppe efter 14 uger (p = 0,003).

Om end todimensionel fremstilling af data kan veere infor-
mativ, giver en tredimensionel fremstilling dog et bedre indtryk
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Undersogelsens data be-
kreefter, at en tandpasta, der
er sammensat med henblik
pé at styrke spyttets naturlige
forsvarsmekanismer, medfo-
rer positive eendringer i mikro-
biomet, som er mere forene-

betegnet pavises det, at en
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en foreget relativ forekomst af
sundhedsrelaterede bakterier
i plak og samtidig en faldende
forekomst af sygdomsrelate-

lige med sundhed. Neermere  rede bakterier.

af den rumlige fordeling. Den tredimensionelle model gav en
let fortolkelig visuel adskillelse mellem grupperne (Fig. 3).
MicrobiVis blev brugt til at visualisere aendringer i relativ fore-
komst af udvalgte arter (Fig. 4). Denne type visualisering tillod
bedgmmelse af fordelingen af arter mellem de enkelte stikprg-
ver.
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Fig. 2. Artsniveau: Ordinationsdiagram, der viser resultaterne af en random forest-analyse af data péa artsniveau. Det geome-
triske centrum for de fire grupper (kontroltandpasta ved baseline, kontroltandpasta efter 14 uger, testtandpasta ved baseline

og testtandpasta efter 14 uger) er markeret.

Fig. 2. Species level: Ordination plot showing results of random forest analysis for species level data for the four experimental
groups. The label indicates the centroid for each experimental group.
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Fig. 3. Tredimensionelt ordinationsdiagram, der viser 95 % konfidensellipser for hver tandpasta og hvert tidspunkt. Gren:
Kontroltandpasta ved baseline. Gul: Kontroltandpasta efter 14 uger. Red: Testtandpasta ved baseline. Bla: Testtandpasta

efter 14 uger.

Fig. 3. Three dimensional ordination plots showing the 95% confidence ellipses for each toothpaste and time point at species
level. Green — control toothpaste Group at baseline. Yellow — control toothpaste group at 14-weeks. Red — test toothpaste

group at baseline., Blue — test toothpaste group at 14-weeks.

Analyse af endringer pa artsniveau

Med henblik pé at opnd en mere detaljeret forstdelse af de
forskelle, der kunne observeres ved ANOVA og ordinations-
diagrammer, blev der foretaget sammenligninger af den gen-
nemsnitlige relative forekomst af enkelte arter i de to forsggs-
grupper over tid. De 414 arter blev undersggt for endringer i
relativ forekomst fra baseline til 14 uger for begge tandpastaer
ved hjeelp af Dirichlet Multinomial algoritmen (60). Den falsk
positive rate blev holdt under 5 % ved hjelp af g-veerdien, som
er en korrigeret p-veerdi-metode (61). Dette tillod identifikation
af statistisk signifikante arter med q < 0,05.

Der blev pavist signifikante endringer i forekomst af 54 ar-
ter, 37 i testgruppen og 17 i kontrolgruppen (Fig. 4, Fig. 5). To
arter havde @ndret forekomst i begge tandpastagrupper; den
ene tilhgrte gruppen af mitis streptokokker, og den anden var
en Fretibacterium art. For hver tandpastatype blev de signifi-
kante arters stigende eller faldende relative forekomst udtrykt
i procent af det totale mikrobiom. I testgruppen havde 18 arter
forpget relativ forekomst, og 19 arter havde nedsat relativ fore-
komst. I kontrolgruppen havde syv arter forgget relativ fore-
komst, og 10 arter havde nedsat relativ forekomst.

1242 |

Denart,derhavdestgrststigningirelativforekomstitestgrup-
pen efter 14 uger, var Neisseria flava med en stigning pé 2,9 %.
Tre andre Neisseria arter udviste ogsé stigning i relativ fore-
komst. Der sas ingen signifikante zendringer i forekomst af Neis-
seria arter i kontrolgruppen, hvor Fusobacterium nucleatum sub-
species polymorphum udviste den hgjeste @ndring med 0,8 %.
Den art, der havde det stgrste fald i relativ forekomst i testgrup-
pen efter 14 uger, var Rothia dentocariosa med et fald pa 3,2 %.
Fire arter fra slegten Treponema udviste ligeledes fald i rela-
tiv forekomst i testgruppen. I kontrolgruppen var det ogsa en
Rothia-art, i dette tilfeelde Rothia aeria, der udviste det stgrste
fald i relativ forekomst, nemlig 0,9 %.

Diskussion

Dette arbejde er den forste in vivo-undersggelse, der ved hjaelp
af molekyleer metataksonomi (62) paviser eendringer pa artsni-
veau i det orale mikrobioms gkologi efter brug af tandpasta. Vi
paviser, at tandbgrstning med en tandpasta, der indeholder en-
zymer og proteiner, Zendium™, over tid fremkalder en a22ndring
i det orale mikrobioms gkologi hos raske individer sammenlig-
net med en tandpasta, der ikke indeholder enzymer og protei-
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Fig. 4. MicrobiVis-visualisering, der viser fordelingen af teellinger for udvalgte arter, der havde enten (A) foraget eller (B) nedsat
relativ forekomst efter brug af testtandpasta i 14 uger. De lodrette linjer repraesenterer de navngivne arter, og de tynde linjer
repreesenterer forekomsten (logaritmisk angivet) i hver enkelt prave for de forskellige arter ved baseline (bld) og efter 14 uger
(gren). De tykke linjer reprassenterer medianniveauet for hver art, og de skraverede omrader angiver den interkvartile variati-

onsbredde.

Fig. 4. MicrobiVis visualisation examining the distribution of counts for selected species observed to have (A) increased or
(B) decreased in relative abundance following the use of the test toothpaste over the 14-week time period. The vertical lines
represent the named taxa with the thin lines representing the logarithmic abundance for each sample for the different taxa at
baseline (blue) and at 14-weeks (green). The thick line represents the median level for each taxon and the shaded area the

interquartile range.

ner. Resultaterne var konsistente bade pa sleegts- og artsniveau
og analyseret med de mest moderne metoder til databehand-
ling og statistisk analyse uden behov for rarefaktionsanalyse.
Et vigtigt fund er, at sammenligninger mellem mikrobio-
mer pa sleegtsniveau kan vere informative; men de giver ikke
tilstreekkelig udredning af de enkelte arters rolle i de gkologi-
ske @ndringer. Inden for en bakterieslaegt kan naert beslaegtede
arter have vidt forskellige funktioner i et givet mikrobiom og
saledes inducere enten sundhed eller sygdom. Palidelig arts-
bestemmelse kan derfor give en dybere indsigt i, hvilken virk-
ning en given art har pd mikrobiomet. Fx er det sddan inden
for sleegten Porphyromonas, at P. gingivalis er forbundet med
parodontal sygdom (63,64), mens P. catoniae er forbundet med
sundhed (16). En gennemgang af litteraturen gjorde det muligt
at associere de fundne arter med parodontal sygdom og/eller
sundhed (Fig. 5, Fig. 6). Det viste sig, at der ved brug af test-
tandpastaen skete en stigning i relativ forekomst af arter, der
er associeret med parodontal sundhed, og et tilsvarende fald i
forekomst af arter, der er associeret med parodontal sygdom.
Ved brug af testtandpastaen sds en stigning i relativ fore-
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komst af 12 arter, der er forbundet med sundhed. Der s&s sam-
tidig et fald i forekomst af 10 arter, der er associeret med pa-
rodontal sygdom. Af de resterende arter var der 11, som ikke
har nogen kendt relation til parodontal sundhed eller sygdom
(Fig. 5). En art, R. dentocariosa, har veret associeret med bade
sundhed og sygdom (65,66).

Ved brug af kontroltandpastaen sés en stigning i relativ fore-
komst af én art, der er forbundet med sundhed. Der sas des-
uden fald i forekomst af fire arter, som er associeret med paro-
dontal sygdom. Af de resterende arter var der 10, som ikke har
kunnet knyttes til parodontal sundhed eller sygdom (Fig. 6).
Den enlige sundhedsforbundne art, der steg i kontrolgruppen
(mitis streptokokker), steg 0gsa i testgruppen, og stigningen
i testgruppen var omtrent dobbelt s stor (0,097 %) som den
stigning, der blev observeret i kontrolgruppen (0,057 %).

Arter med gget forekomst efter brug af testtandpasta
Analyse pa artsniveau er en ngdvendig forudsetning for at
kunne vurdere, om andringer i mikrobiomet er forbundet med

sundhed eller sygdom. Dette synspunkt understottes ved ana- (3)
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lyse af eendringer i relativ forekomst inden for sleegten Prevo-
tella. Nogle medlemmer af sleegten Prevotella, fx Prevotella in-
termedia, er forbundet med sygdom (67). I denne undersggelse
fandt vi, at Prevotella melaninogenica og en rakke nertstdende
phylotyper havde forgget forekomst. Det bgr bemerkes, at P.
melaninogenica er en bakterie, der hyppigt forekommer i sund
plak (68). Dette fund understreger ngdvendigheden af at be-
stemme p& artsniveau for at kunne opnd precis information
om den biologiske betydning af gkologiske @ndringer inden for
mikrobiomet.

De @ndringer, der blev observeret pé artsniveau, kan forkla-
res ud fra den méde, enzymer og proteiner i Zendium tandpasta
virker pa. Fx steg den relative forekomst af Neisseria arter. Disse
kommensale bakterier er blandt de fa aerobe arter i mundhulen
og forbindes almindeligvis med sundhed (69). Neisseria arter
gror godt i iltrig blandingskultur (70), og da de er katalase-
positive (71), kan de beskytte sig mod den antibakterielle virk-

ning af brintoverilte og samtidig ¢ge den lokale koncentration
af ilt. Vi mener, at dette vil give Neisseria en konkurrencefordel
over for katalase-negative arter. Den organisme, der havde den
neeststgrste ggning i relativ forekomst, var Kingella denitrifi-
cans. Denne bakterie er sparsomt beskrevet i faglitteraturen;
men taksonomisk set er den nertbeslegtet med Neisseria, sé
man ma formode, at den har en tilsvarende gkologisk niche og
derfor sandsynligvis vil forgges i antal under de samme betin-
gelser, der fremmer veakst af Neisseria arter. Det er tidligere pa-
vist, at K. denitrificans har forgget relativ forekomst i omrader
med stabile parodontale forhold, men ikke i omrader med paro-
dontal sygdomsaktivitet (72); men i den aktuelle undersggelse
var alle forsggspersoner raske og fri for marginal parodontitis.
Blandt de gvrige bakterier, der havde forgget relativ fore-
komst i testgruppen efter 14 uger, var Granulicatella elegans.
G. elegans forekommer i signifikant stgrre meengder i sunde
omréader hos parodontalt sunde individer sammenlignet med
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Fig. 5. Resumé af signifikante sendringer for arter, der er associeret med parodontal sundhed og/eller sygdom, efter brug
af testtandpasta i 14 uger. *Rothia dentocariosa har i den videnskabelige litteratur veeret associeret med bade parodontal

sundhed og sygdom.

Fig. 5. Summary of the significant species changes associated with gum health and/or disease for the test toothpaste after
14-week test period. *Rothia dentocariosa has been reported in the literature to be associated with both health and perio-

dontal disease.
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parodontitis-patienter (73). Lourenco et al. har endog antydet,
at fraveer af G. elegans er forbundet med hgjere risiko for gene-
raliseret aggressiv parodontitis (73). Lactobacillus gasseri, som
ligeledes steg i antal i testgruppen, er for nylig blevet undersggt
som mulig kandidat til anvendelse som probiotikum, da det i
laboratorieundersggelser har vist sig, at den har antibakteriel
virkning mod P. gingivalis (ATCC 33277) (74).

Arter med nedsat forekomst efter brug af testtandpasta

De e@ndringer, der blev observeret, kan forklares ud fra test-
tandpastaens virkningsmekanismer. Under enzymkaskaden,
der forer til dannelse af hypothiocyanit, bliver der ogsd dannet
brintoverilte, og der er pavist gget forekomst af brintoverilte in
vivo (49), hvilket kunne fgre til gget iltkoncentration fx via ka-
talaseaktivitet. Sddanne @ndringer i det lokale miljg ma forven-
tes at haemme veeksten af anaerobe arter, og en rekke obligat
anaerobe arter faldt faktisk i antal efter brug af testtandpastaen
(fx arter fra sleegterne Treponema, Bacteroidales, Eubacterium,
Prevotella, Fusobacterium og Fretibacterium; Fig. 5). Treponema
arter optreeder hyppigt ved marginal parodontitis (16,65), og
de er yderst fplsomme for ilt (75).

Det stgrste fald i relativ forekomst sés hos R. dentocariosa.
Denne bakteries rolle i sundhed og sygdom er imidlertid uafkla-
ret, da den béde har veeret forbundet med parodontal sygdom
(66,76,77) og parodontal sundhed (16,65,78). R. dentocariosa
er en katalase-positiv aerob bakterie (79) og optager dermed
en niche tilsvarende Neisseria arter, sa det er usandsynligt, at
faldet i antal af Rothia skyldes ggede koncentrationer af brint-
overilte og ilt. R. dentocariosa er imidlertid en Gram-positiv
bakterie og dermed sandsynligvis mere fglsom for lysozym, der
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optraeder i naesten dobbelt s8 hgj koncentration efter tandbgrst-
ning med testtandpastaen (49). Dette giver et rationale for det
péviste fald i relativ forekomst af denne bakterie i testgruppen.
Som neaevnt er det ikke afklaret, hvilken rolle R. dentocariosa
spiller; men der sés i gvrigt faldende forekomst i testgruppen af
andre arter, der har velkendt relation til parodontal sygdom, fx
Bacteroidales [G-2] sp._oral_taxon_274, P. intermedia og Eubac-
terium [XI][G-3] brachy.

De fremlagte data bekrefter, at en tandpasta, der er sam-
mensat med henblik pd at styrke spyttets naturlige forsvarsme-
kanismer, medfgrer positive endringer i mikrobiomet, som er
mere forenelige med sundhed. Neermere betegnet pavises det,
at en tandpasta med enzymer og proteiner, Zendium™, over
tid kan fgre til en forgget relativ forekomst af sundhedsrela-
terede bakterier i plak og samtidig en faldende forekomst af
sygdomsrelaterede bakterier, ndr man sammenligner med en
tandpasta uden enzymer og proteiner. I den aktuelle gruppe af
sunde forspgspersoner var de statistisk signifikante endringer
i forekomst af enkelte arter relativt beskedne; men vi fremsaet-
ter den hypotese, at den kumulative gkologiske effekt af mange
sm4, men gunstige &endringer i antallet af gavnlige og skadelige
bakterier har biologisk betydning. Der begynder i faglitteratu-
ren at dukke beleeg op for, at forskelle i sundhedstilstand kan
heenge sammen med beskedne e@ndringer i sammensatningen
af lokale mikrobiomer (80). Vi formoder, at regelmaessig brug
af en tandpasta med enzymer og proteiner kan medvirke aktivt
til at bibeholde et afbalanceret mikrobiom med en sammenszet-
ning, der er forenelig med oral sundhed, og dermed bidrage til
at reducere risikoen for skadelige &ndringer, der kan medfgre
sygdom. Undersggelsen blev udfert pd personer med sunde for-
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Fig. 6. Resumé af signifikante eendringer for arter, der er associeret med parodontal sundhed og/eller sygdom, efter brug af

kontroltandpasta i 14 uger.

Fig. 6. Summary of the significant species changes associated with gum health or disease for the control toothpaste after

14-week test period.
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hold i mundhulen over en periode pa 14 uger, og det er ten-
keligt, at der kunne opstd mere omfattende taksonomiske og/
eller procentuelle @ndringer, hvis produktet bliver anvendt
igennem leengere tid eller af personer med stgrre sygdomsrisiko
eller darligere oral sundhedstilstand.

Undersggelsen giver fornyet indsigt i denne tandpastas
virkningsmekanismer og dens evne til at omstrukturere mikro-
floraen. Vi paviser, at en pkologisk indfaldsvinkel med DNA-
sekventering, relevante bakteriedatabaser og grundig statistisk
analyse er velegnet til bedgmmelse af tandplejemidlers virk-
ning pé det orale mikrobioms pkologi. Endvidere paviser vi, at
tandbgrstning med Zendium™ medfgrer en signifikant positiv
eendring i plakkens mikrobiom, og vi finder dermed beleg for,
at det er biologisk relevant at forgge mangden af forsvarsstof-
fer i spyttet med henblik pa at forbedre den orale sundhed.

Yderligere undersggelser foretaget pd mRNA-niveau (meta-
transcriptomics) vil ggre det muligt at bestemme mikrobiomets
funktionelle profil og dets metaboliske produkter (72,81,82).
Sammen med analyser af plakkens rumlige struktur ved hjelp
af teknikker som fx fluorescens in situ hybridisering (83) vil
dette fremskaffe flere detaljer om virkningerne af de gavnlige
eendringer, vi her har fremlagt.

Materials and Methods (Appendix)

Ethics statement

Written informed consent was obtained from all enrolled in-
dividuals. The study protocol was reviewed and approved by
the Unilever R&D Port Sunlight independent ethics committee.
The methods were carried out in accordance with the approved
guidelines.

Participants

Subjects in good health aged 18 or over were recruited onto the
study. The mean age of subjects was 42, with 33 male and 78
female participants completing the study. Key inclusion criteria
included: minimum age 18 years, minimum number of teeth
20, no antibiotic therapy or professional cleaning within one
month of the start of the study. Key exclusion criteria inclu-
ded: pregnancy, nursing mothers, diabetics, denture wearers,
smoking within the last 6 months, medical conditions and/or
regular use of any medication which might affect the outcome
of the study and obvious signs of untreated caries/significant
periodontal disease.

Study design

This study was a double-blind, randomised, parallel group
study conducted by an independent third party. A study flow
diagram is shown in Fig. 7. Subjects were enrolled on to the
study according to the inclusion/exclusion criteria. After recru-
itment, subjects were given a fluoride toothpaste to use for four
weeks prior to the commencement of the study. Following the
initial 4-week at home use, baseline supra-gingival plaque from
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the upper jaw was collected for the assessment of microbiome
composition. Subjects were randomly allocated to one of two
toothpastes, a fluoride toothpaste (1450 ppm) containing en-
zymes and proteins (Zendium) or a control fluoride toothpaste
(1450 ppm) without enzymes and proteins. Subjects were in-
structed to use the toothpaste at home, brushing twice a day
for 14-weeks. Supragingival plaque from the upper jaw was
collected at week 14 for the assessment of microbiome compo-
sition. Each plaque sample was placed in 1 ml TE buffer in a
low-DNA-binding Eppendorf tube. The samples were stored at
—25 °C until analysis.

DNA extraction

Samples were defrosted, vortexed for 30 seconds in the original
TE buffer, sonicated for 20 seconds and vortexed for a further
30 seconds. 500 ul of each sample was transferred into an in-
dividual well of a 96-well Lysis plate containing pre-aliquoted
matrix beads B (116981001, MPBio, California, USA). 3 ul
aliquots of Ready-Lyse lysozyme (Epicenter, Wisconsin, USA)
were added and the plate incubated using an Eppendorf Ther-
momixer at 37 °C with shaking at 300 rpm for 18 hours. Fol-
lowing incubation, a bead-beating step was per formed using
a Tissue Lyser (Qiagen, Germany) for 3 minutes at 20 Hz. An
off-board lysis was performed by incubating the samples at 68
°C for 15 minutes in the presence of Proteinase K, Carrier RNA,
ATL and ACL buffer in a Qiagen S-plate following manufacturer
guidelines. Post-incubation, the plate was loaded on to the QIA-
symphony and the samples processed using the QIAsymphony
Virus/Bact Midi Kit (931055, Qiagen).

DNA quantification was performed using a Quant-IT high
sensitivity DNA Assay kit (Invitrogen, California, USA) follo-
wing manufacturers guidelines. Each sample was normalised
to 1 ng/ul using molecular grade water on a QIAgility robot
(Qiagen) prior to PCR amplification.

16S rRNA gene amplicon library preparation
Oligonucleotide primers targeting the V4-V6 hypervariable re-
gion of the 16S rRNA gene were evaluated in silico using Pri-
merProspector (84). PCRs were conducted using the primers
listed below (underlined section of the primer denotes the PCR
attachment sequence). Primers were modified from the stan-
dard 533f and 1061r to include recognition sequences allowing
a secondary nested PCR process facilitating the addition of
standard Illumina adapters and sample specific indexes.

533f 52ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNN

NNNGTGCCAGCMGCCGCGGTRAS

and

1061r 5 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-

CRRCACGAGCTGACGAC3’

PCRs consisted of 0.25 ul (10 uM) of each primer, 7 u of
HotStar Taq Plus Mastermix (Qiagen), 5 ul of normalized tem-
plate DNA and 4.5 ul molecular grade water (Qiagen). Samp-
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les were amplified in triplicate using the following parameters:  an external sequencing provider. Positive (mock community)
95 °C for 5 minutes, then 10 cycles of: 94 °C for 45 seconds, 65  controls were included in all PCR batches to highlight errone-
°C for 30 seconds, and 72 °C for 60 seconds, with a final exten-  ous PCR amplification.

sion of 10 minutes at 72 °C using a Biorad T100 (Biorad, Cali- PCR products were purified using Axygen SPRI Beads (Axy-
fornia, USA). Replicate PCR amplicons were pooled and sentto  gen, California, USA). A second round PCR incorporated Illumi-
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Fig. 7. Study Flow Diagram
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na adapters containing indexes (i5 and i7) for sample identifica-
tion utilising eight forward primers and twelve reverse primers
each of which contained a separate barcode allowing up to 96
different com binations. General sequences of the primers are
illustrated below with the variable 8 bp barcode underlined.

N501 f

5" AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGATCGCA-

CACTCTTTCCCTACACGACGCTC3

N701

15" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTGACT

GGAGTTCAGACGTGTGCTC3*.

Second round PCRs consisted of 0.5 ul (10 uM) of each pri-
mer, 10 ul of 2 x Kapa Mastermix (Kapa Biosystems, Massachu-
setts) and 9 ul of purified sample from the first PCR reaction.
Samples were amplified using the following parameters: 98
°C for 2 minutes, then 15 cycles of; 20 seconds at 95 °C, 15 se-
conds at 65 °C, 30 seconds at 70 °C with a final extension of
5 minutes at 72 °C. Samples were purified using Axygen SPRI
Beads before being quantified using Qubit fluorimeter (Invitro-
gen, California, USA) and assessed using the Fragment Analy-
zer (Advanced Analytical Technologies, Iowa, USA). Resulting
amplicon libraries were taken forward and pooled in equimolar
amounts using the Qubit and Fragment Analyzer data and size
selected on the Pippin prep (Sage Science, Massachusetts, USA)
using a size range of 300-600 bps. The quantity and quality of
each pool was assessed by Bioanalyzer (Agilent Technologies,
California, USA) and subsequently by qPCR using the Illumina
Library Quantification Kit (Kapa) on a Light Cycler LC480II ac-
cording to manufacturer’s instructions (Roche, Switzerland).
Each pool of libraries was sequenced on one flowcell of an II-
lumina MiSeq with 2 x 300 bp paired-end sequencing using v3
chemistry (Illumina, California, USA).

Informatics processing

All raw reads were processed simultaneously. Fastq files were
trimmed for the presence of Illumina adapters using Cutadapt
(85) version 1.2.1. 16S rRNA gene amplification primers were
removed from each fragment using Trim Galore v 0.4 (86) to
account for the presence of degenerate bases that might impact
downstream taxonomic assignment. Reads were further trim-
med using Sickle v1.33 (87) with a minimum window quality
score of 28. Reads shorter than 100 bp after trimming were
removed. If only one of a read-pair passed this filter, its read-
pair was removed from the dataset. Surviving read pairs were
merged using Pandaseq v2.9 (88) generating contigs with a mi-
nimum overlap of at least 20 bp. Merged reads greater than 450
bp were taken forward for taxonomic classification.

Species level taxonomic assessment

Species level classification was carried out at The Forsyth In-
stitute using an in-house pipeline. Briefly, unique assembled
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reads were compared to three reference databases using ncbi-
blast-2.2.30+ in a sequential manner. For a successful result to
be taken, sequences had to match the reference at 99% simila-
rity across 98% of the amplicon. Reads not assigned to species
level against these three databases were discarded. The databa-
ses used were the Human Oral Microbiome Database (HOMD),
HOMD extended (HOMDEXT) and GreenGenes Gold, each of
which had been curated to facilitate accurate species level as-
signment (59).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed on the table of counts
produced from the bioinformatics pipeline. Counts were
analysed at genus and species level, corrected for heterosce-
dasticity and unequal library sizes. It is common practice to
employ a rarefaction process to correct for these variances in
microbiome datasets (54). However, this has been shown to
be statistically inadmissible (89). Our approach was to deal
with the normalisation dependent on the context being exa-
mined. A variance stabilising transformation (VST) (89) was
applied prior to ordination using a random forest dissimila-
rity measure (90-92). Alternatively, model-based approaches
were employed for comparative testing of relative abundance
between groups which explicitly model the uneven sample
read numbers and sparseness. Analysis of variance (ANOVA)
was conducted in parallel to determine the statistical signi-
ficance using a between sample distance measure (Canberra
Distance) based on taxonomic profile (93,94). Analyses were
performed using the R packages Vegan )95), Party (96) and
HMP (60).

Visualisation

Visual exploration of trends in the samples at species level was
accomplished using a novel visualisation tool MicrobiVis (97).
The bespoke MicrobiVis tool provides functionality for int-
eractive visual analysis of microbial communities and enables
interactive selection of subsets of species for in-depth detai-
led investigation. The selected subset of species is displayed
using a Parallel Coordinates plot (98), where each vertical axis
represents one species. The individual samples are displayed
as polylines that intersect the axes at positions corresponding
to their microbial count for that particular species, with mi-
nimum count at the bottom of the axes and maximum count
at the top. The samples at baseline were coloured blue and
the samples at 14-weeks were coloured green. This approach
provides an overview of the microbial profiles of the samples
within the subset of species, while also facilitating the identi-
fication of outlier samples that do not follow the general pro-
file trends. Additionally, the median profiles of the two sample
groups are represented by thicker lines to provide overview of
the general profile patterns of the groups. Whilst the distri-
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bution differences for individual species may be visualized
using, for instance, box plots, the approach taken here has the
ability to represent profiles across a group/set of species, and
through this reveal sample clusters and correlations between
species in more detail.

ABSTRACT (ENGLISH)
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Tak

DNA sekventering blev udfgrt af Centre for Genomic Research,
Liverpool, UK. Bioinformatik processen blev gennemfort af
Eagle Genomics, Cambridge, UK. Forfatterne er taknemmelige
for Interteks stgtte af studiet.

A randomised clinical study to determine the effect of a
toothpaste containing enzymes and proteins on plaque oral
microbiome ecology

The numerous species that make up the oral microbiome are
now understood to play a key role in establishment and main-
tenance of oral health. The ability to taxonomically identify com-
munity members at the species level is important to elucidating
its diversity and association to health and disease. We report the
overall ecological effects of using a toothpaste containing en-
zymes and proteins compared to a control toothpaste on the
plaque microbiome. The results reported here demonstrate that

a toothpaste containing enzymes and proteins can augment
natural salivary defences to promote an overall community shift
resulting in an increase in bacteria associated with gum health
and a concomitant decrease in those associated with periodontal
disease. Statistical analysis shows significant increases in 12 taxa
associated with gum health including Neisseria spp. and a sig-
nificant decrease in 10 taxa associated with periodontal disease
including Treponema spp. The results demonstrate that a tooth-
paste containing enzymes and proteins can significantly shift the
ecology of the oral microbiome (at species level) resulting in a
community with a stronger association to health.
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