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1 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Taman tutkimuksen aikana on tarkoitus selvittdaa miten Reconnecting Nature™ mikrobiuute
saadaan siirrettya silkkivillaiseen kankaaseen, sekd miten mikrobiuutteen sisdltdma
mikrobimonimuotoisuus sdilyy vaatekappaleissa kayton aikana, useamman kuukauden ajan.
Tutkimus tehtiin ostotoimeksiantona Ruskovillalta ja toteutettiin Uute Scientific Oy:n
tekemana. Uute Scientificilld on kattava osaaminen mikrobiologiasta Reconnecting Nature
tuotteen ymparilla. Tutkimusprotokolla kehitettiin yhdistelemalla tieteellisia kdytantdja tdman

tutkimuksen tarpeisiin.

Tutkimuksessa seurattiin 12 viikon ajan bakteerimadrien muuttumista Ruskovillan metsa-
tuotesarjan aikuisten unisex-aluspaidassa. Muutoksia seurattiin  ottamalla naytteita
kaytettavistda paidoista 2 viikon valein ja vertailemalla naytteistd |oytyvia bakteereita eri
aikapisteissa. Tutkimuksessa keskityttiin yleiskuvan saamiseen ja bakteereita, seka niiden

maarien muutoksia havainnoitiin pdaasiassa padajaksoittain.

Taman tutkimuksen perusteella voidaan todeta ettd bakteerimonimuotoisuus sailyi useamman

pesun jalkeen monimuotoisena, mutta bakteerien diversiteetti seka lajimaara laskivat hiljalleen

kayton aikana.

Kuva 1. Ruskovillan Metsa-tuotesarjan silkkivillaiset
aluspaidat. Lahde: https://webshop.ruskovilla.fi/tuote/900




2 TUTKIMUKSEN RAKENNE

Reconnecting Nature™ mikrobiuutteen lisaaminen kankaaseen on taysin uusi innovaatio, jonka
tarkemmat ominaisuudet mikrobimonimuotoisuuden siirtymisen ja kankaassa sailymisen
osalta tuli selvittaa. Mikrobien siirtyminen kankaaseen testattiin jo aikaisemmin Uute Scientific
Oy:n henkildston suorittamalla kokeella, mutta taman tutkimuksen padpaino sijoittuu
mikrobimaarien sdilymiseen vaatteessa pidemmalld aikavalilld ja useampien pesukertojen

jalkeen.

Ruskovillan verkkosivuilla annetussa hoito-ohjeessa neuvotaan puhdistamaan vaate
ensisijaisesti tuulettamalla ja pesemalla kasin helldvaraisilla villanpesunesteilla. Tastd ohjeesta
poiketen vaate pestiin kerran viikossa kasin, vastoin yleisia hoito-ohjeita, jotta mikrobien
sdilyminen saataisiin mahdollisimman hyvin dokumentoitua suorittamalla pesuja ja

kayttokertoja useammin, kun keskimaardisessa tuotteen kaytdssa normaalisti tapahtuisi.

Tuotetestissa kaytettava Reconnecting Nature™ mikrobiuute on myytdvista tuotteista
poiketen inaktivoimattomassa muodossa. Pitkdaikaisseurannan tavoitteena on selvittaa, miten
tuotteeseen lisatty bakteeriyhteis® kehittyy tutkimuksen aikavalin aikana, eikd tdman
selvittdmiseen vaadittava 16S sekvensointiteknologia pysty tunnistamaan inaktivoidussa
muodossa esiintyvid bakteereita. Tuotteen tarjoaman mikrobi- ja luontoaltistuksen kannalta

inaktivoinnilla ei ole merkitysta.

Kokeen kokonaiskesto oli yhteensa 12 viikkoa, jonka aikana Ruskovillan henkildkuntaan
kuuluvat koehenkilot kayttivat paitaa sdaannollisesti 3 pdivaa viikossa yhden tydpaivan ajan.
Jokaisen viikon paatteeksi paita pestiin. Naytteet leikattiin paidasta joka toinen viikko ennen

pesua ja nayte siirrettiin pakkaseen odottamaan analyysia.

2.1  NAYTTEIDEN KERAAMINEN

Koe suoritettiin kesdan 2021 aikana. Kokeeseen osallistui nelja henkil6a, joista kolmella oli
mikrobiuutteella késitelty silkkivillainen aluspaita ja yksi osallistuja toimi negatiivisena

kontrollina. Negatiivinen kontrollipaita ei sisdltanyt mikrobiuutetta, vaan paita oli vastaava



silkkivillainen paita ilman mikrobikasittelyd. Koehenkilot olivat Ruskovillan henkilokuntaa ja

vastasivat tuotteiden kaytosta ja ndytteiden keradmisesta tutkimuksen aikana.

Koehenkildille jaettiin ndytteenotto-ohjeet (alla), seka valmiiksi merkatut minigrip-pussit, joihin
kulloinenkin nayte voitiin helposti sdilda ja siirtaa pakkaseen. Naytteet tuli sdilyttad pakkasessa
naytteenottohetkestd aina siihen asti, etta ne siirrettiin analysoitavaksi. Tutkimuksen aikana
kerattiin myos nayte seoksesta, jonka avulla Reconnecting Nature™ mikrobiuute siirrettiin

paitoihin tuotantoprosessin aikana.
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Nytteenotto Paidan helmasta leikstaan noin 2cm x 3cm pala saksilla ja siirretain se naytteenottopussiin. Pussi suljetsan

PVM huolellisesti ja siirretdan pakkaseen odottamaan.
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Kuva 2. Naytteiden kerdysohjeet osallistujille

Naytteenottopisteet olivat 0 vk, 2vk, 4vk, 6vk, 8vk, 10vk ja 12vk. Paitandytteiden lisaksi kerattiin
nayte Reconnecting Nature™ mikrobiuutetta sisaltavasta seoksesta, jolla mikrobiomi siirrettiin

silkkivillaisiin paitoihin tuotantoprosessin aikana.



Naytteenottohetking jokaisen testipaidan helmasta leikattiin n. 2cm x 3cm kokoinen naytepala
desinfioiduilla saksilla (desinfiointiin kaytettiin ndytepussien mukana toimitettua suihkepulloa,
joka oli taytetty denaturoidulla 70% etanolilla). Naytepala siirrettiin ndytepussiin ja edelleen
pakkaseen. Kun 12 viikon seurantajakso tuli tdyteen, ndytteet noudettiin ja kuljetettiin

sekvensointianalyysin ja DNA:n eristamiseen erikoistuneeseen laboratorioon.

2.2  METODIT JA BIOINFORMATIIKKA

Paitanaytteissa oleva bakteeriyhteis® eristettiin sekvensointiteknologiaan erikoistuneessa
laboratoriossa ja siitd saatava genominen tieto muutetiin lajikirjastoksi Exceliin. Tutkimus
suoritettiin kayttamalla 16S Next Generation Sekvensointia (NGS). Sekvensoinnin avulla paidan
kuiduissa olevat bakteerit pystytdan tunnistamaan ribosomista l6ytyvan rRNA-geenin 16S
avulla. Tassa merkkigeenissa olevista eroista lajit pystytdan erottamaan toisistaan, kun geenin
emasjarjestysta vertaillaan toisiinsa ja geneettisiin lajikirjastoihin. Sekvenssidata on kasitelty
MiseqSOP protokollan mukaisesti (Kozich & Westscott, 2013), joka on vyleisesti tieteessa

kaytetty metodi bakteeridatan kasittelyyn.

Sekvenssitiedostojen avulla voidaan muodostaa yleiskuva tuotteesta |oytyvien bakteerien
suhteellisesta runsaudesta ja lajeista. Tuotteiden kayton aikana paidoista on havaittavissa
runsas maara ihon normaaliflooraa, joka on poistettu tdssa analysoitavasta datasta. Myos
mahdolliset silkkivillassa/tuotannossa olevat kontaminaatiot on poistettu O-naytteiden avulla,
joten tarkasteltava bakteerityhteis® vastaa mahdollisimman hyvin alkuperadisessa
pesunesteessd olevaa Reconnecting Nature™ bakteeriyhteis6d mitd oli tarkoitus siirtda
paitoihin. Tuloksista on myos poistettu pdajaksotasolta kaikki maarittamattomat (unclassified)

taksonit, sekd koko tutkimuksen aikana alle 5 kertaa kaikissa naytteissa yhteensa havaitut lajit.

Taksonomiatiedostoista on myos poistettu yksittaisid lajeja, joita on havaittu tutkimuksen
alussa vain pienia maaria (tai lajia ei havaittu alussa ollenkaan), mutta valindytteissa lajien
esiintyvyys vaikuttaa kohtuuttoman suurelta (useita satoja kopioita enemman) ja vaaristda nain
ollen tutkimuksen yleiskuvaa. Tama yksittdisen lajin suuri maaran vaihtelu saattaa johtua siit3,
ettd kyseinen laji pystyy monistumaan kayttokokeen olosuhteissa, tai kyseiseen naytekohtaan

on jostain syystd jaanyt huomattavan suuri maara kyseistd bakteeria. Bakteerien



monistuminen ei ole mydskdan mahdollista kaupallisesti myytavdssa tuotteessa Reconnecting
Nature™ inaktivointiprosessin ansiosta, joten on perusteltua poistaa ndma datasetistd, kun
halutaan selvittda yleiskuva, miten varsinaisissa tuotteissa oleva mikrobiuute kayttaytyy

tuotteessa.

3 TULOKSET

Bakteereista saatu sekvenssidata on jaoteltu henkildittdin ja aikapisteittdin. Kasittelen tassa
vaiheessa vain varsinaisten koehenkildiden dataa, jossa seurataan mikrobiuutteen muutoksia
tuotteessa. Kontrollipaitaa pitdvan henkilon data on poistettu analyysistd ja sen avulla on

poistettu myds tuotantoperaiset kontaminantit tassa tarkasteltavasta datasta.

Tutkimuksen tarkoituksena on saada yleiskuva siitd, miten mikrobiuute sailyy tuotteessa, joten
bakteerien sailyvyyttd tarkastellaan péaajaksotasolla, sillda se antaa kattavan vyleiskuvan
kokonaisuuden muutoksista
ajan ja pesukertojen valilla.
Padpainotus on valittu
seuraaviin padjaksoihin:
Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi,
Firmicutes ja Proteobakteerit.
Nama ovat tyypillisia
Mmaaperassa ja ymparistdssa
eldvien bakteerien paajaksoja ja
muodostavat valtaosan koko

naytteen bakteeristoista.




3.1 HenkiL61

Henkil® 1:1ta 16ytyy ndytteet jokaisesta aikapisteestd. Alla olevat kuvaajat kattavat
alkuperdisen datan, seka korjatun datan, josta on poistettu Corynobacterium.
Corynobateriumin maara oli suhteettoman runsas ja vaaristi kokonaiskuvaa, joten kaytan

yhteenvedoissa korjattua dataa. Tassa osiossa kaydaan kuitenkin molemmat versiot lapi.
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Kuvaaja 1. Henkilon 1 bakteerimadrien muutos eri aikapisteissa alla olevasta Taulukko 1:sta
prosenttiosuuksina ilmaistuna. Tdssa kuvaajassa on mukana edella mainittu Corynobacterium.
Tassa yhteydessa 0 viikon lahtonayte on 100% ja muutokset bakteerien maarassa vertautuu

téhan.

Oovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk Padjakso

496 175 100 87 26 3 18 Acidobacteria
2995 3739 14954 16978 7788 1193 3540 Actinobacteria
3190 501 747 690 243 282 231 Bacteroidetes
231 77 19 17 5 1 8 Chloroflexi
11749 2475 1866 2038 401 91 586 Firmicutes

1565 1488 1165 1094 368 140 150 Proteobacteria
20226 8455 18851 20904 8831 1710 4533 yht.




Ovk 2vk Avk 6vk 8vk 10vk 12vk
22493 8576 18917 20931 8822 1711 4538 yht.kaikki

Taulukko 1. Tarkeimpien péadjaksojen bakteerimadarien muutokset eri aikapisteissa, seka
bakteerien kokonaismaara kaikista ndytteissa esiintyvistd pdajaksoista. Tassa voidaan huomata
kuinka suuri osa bakteereista kuuluu ylla listattuihin paajaksoihin. Ylla listattujen paajaksojen

lisaksi yht.kaikki-taulukkoon on lisatty kaikki muutkin ndytteissa esiintyvat padjaksot.
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Kuvaaja 1.2 Tasta kuvaajasta on poistettu Actinobakteereihin kuuluva Corunebakterium, silla
sen runsaus vaaristi tuloksia ja yleiskuvan hahmottaminen on vaikeampaa, vrt. kuvaaja 1.

Corynobacterium olisi my06s vaikuttanut merkittavasti yhdistetyn datan tarkasteluun.

Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
273 1515 13524 16007 7581 1149 3328 Corynobacterium

Taulukko 1.2 Corynobacteriumin madrat eri aikapisteissa. Bakteeri on tyypillinen

ympadristdbakteeri, joka jostain syysta esiintyy Henkilon 1 ndytteessa runsaasti. Tama saattaa



johtua useasta eri syysta, jotka voivat liittyd epatasaiseen levittymiseen tai bakteerin

kasvamiseen nadytekohdissa. Corynobakteerin poistaminen on tdssa tapauksessa perusteltua,

silla lopulliseen tuotteeseen kaytettava inaktivoitu mikrobiuute ei voi lisdantya missaan

olosuhteissa.

Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
496 175 100 87 26 3 18
2722 2224 1430 971 207 44 212
3190 501 747 690 243 282 231
231 77 19 17 5 1 8
11749 2475 1866 2038 401 91 586
1565 1488 1165 1094 368 140 150
19953 6940 5327 4897 1250 561 1205
Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
22220 7061 5393 4924 1241 562 1210

Padjakso
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Chloroflexi
Firmicutes
Proteobacteria
vht

yht.kaikki

Taulukko 1.3 Tarkeimpien padjaksojen bakteerimaarien muutokset eri aikapisteissd, seka

bakteerien kokonaismaara kaikista naytteissa esiintyvistd paadjaksoista. Tastd taulukosta on

poistettu em. Corynobacterium.



3.2 HENKILO 2

Henkilon 2 naytteista puuttui Ovk — nayte, joten se on korvattu henkildiden 1 & 3 0 vk —
naytteiden keskiarvolla.
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Kuvaaja 2. Henkilon 2 bakteerimdarien muutos eri aikapisteissa alla olevasta Taulukko 2:sta

prosenttiosuuksina ilmaistuna. Tassad yhteydessa 0 viikon |ahtdénadyte on 100 % ja muutokset

bakteerien maarassa vertautuu tahan

Ovk* 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
- 435 16 6 5 10 11
- 2760 158 62 53 87 141
- 106 1012 9 4 28 18
- 308 16 7 0 8 4
- 8786 2750 272 348 331 380
- 1805 178 46 99 95 71
16243* 14200 4130 402 509 559 625

Paajakso
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Chloroflexi
Firmicutes
Proteobacteria
vht.



Ovk* 2vk Avk 6vk 8vk 10vk 12vk

16243* 14333 4781 415 522 589 633
yht. Kok

Taulukko 2. Tarkeimpien padjaksojen bakteerimaadrien muutokset eri aikapisteissa, seka
bakteerien kokonaismaara kaikista naytteissa esiintyvista padjaksoista. Koska analysoitavista

naytteista puuttui henkilon 2 Ovk — nayte niin tama on tehty laskemalla keskiarvo henkildiden

1 & 3 naytteista.



3.3 HenkiL6 3

Henkild 3:11d oli ndytteet jokaisesta aikapisteesta.

Henkilo 3
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Kuvaaja 3. Henkilon 3 bakteerimaarien muutos eri aikapisteissa alla olevasta Taulukko 3:sta

prosenttiosuuksina ilmaistuna.

Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk Padjakso

762 262 141 57 10 5 4 Acidobacteria
2181 1204 979 516 162 132 119 Actinobacteria
112 159 390 61 18 10 6 Bacteroidetes
256 111 44 33 12 2 1 Chloroflexi
7213 3547 3085 1378 324 187 135 Firmicutes
2009 1386 1308 420 118 49 73 Proteobacteria

12533 6669 5947 2465 644 385 338 yht.

Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
13227 7105 6328 2623 668 406 349 vht kok

Taulukko 3. Tarkeimpien padjaksojen bakteerimdarien muutokset eri aikapisteissa, seka

bakteerien kokonaismaara kaikista ndytteissa esiintyvista paadjaksoista.



3.4 YHDISTETTY DATA

Tassa osiossa tarkastellaan syvemmin kokonaiskuvaa, seka valittujen bakteeripadjaksojen
muutoksia eri aikapisteissd, jotta voidaan nahda, onko bakteerien sdilyvyydessa eroja eri

aikapisteissa eri paajaksojen valilla.
Keskiarvo kaikki bakteerit
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Kuvaaja 4. Bakteerien maarien muutos kaikki naytteissa esiintyvat paajaksot mukaan lukien.
Yleiskuva vastaa hyvin ajatusta siita, ettd bakteerien maara laskee pesukertojen ja kdyttdajan
mukaisesti. Taman kuvan perusteella voidaan nahda, ettd bakteerien kokonaismaara on
tippunut 50% alkuperaisesta noin 3 viikon (3 pesukerran) kohdalla ja 10% noin kahdeksan
viilkon (8 pesukerran) kohdalla. Tuotteita ei tyypillisesti pestd kokeessa toimitun tavan
mukaisesti, vaan vaate tulisi ensisijaisesti tuulettaa, mika todennakdisesti pidentda tuotteessa

sdilyvan bakteeriyhteison sailymistd monimuotoisena.

Oovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk

22220 7061 5393 4924 1241 562 1210 Henkild 1
- 14333 4781 415 522 589 633 Henkild 2
13227 7105 6328 2623 668 406 349 Henkild 3
35447 28499 16502 7962 2431 1557 2192 Yht

Taulukko 4. Bakteerien yhdistetyt kokonaismaarat jokaisesta naytteista havaitusta padjaksosta

eri aikapisteissa (Kuvaaja 4).



Ovk 2vk 4vk 6vk 8vk 10vk 12vk
629 291 86 50 14 6 11
2452 2063 856 516 141 88 157
1651 255 716 253 88 107 85
244 165 26 19 6 4 4
9481 4936 2567 1229 358 203 367
1787 1560 884 520 195 95 98
16243 9270 5135 2588 801 502 723

Padjakso
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Chloroflexi
Firmicutes
Proteobacteria
yht.

Taulukko 5. Keskiarvolliset bakteerimaarat valituista pdajaksoista, jotka on visuaalisesti esitetty

alla olevissa kuvaajissa 5-11.
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Kuvaaja 5. Acidobakteerin mdaran muutokset eri aikapisteissa keskiarvona
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Actinobacteria

3000

2500

2000

1500

1000

500

6vk 8vk 10vk 12vk

Kuvaaja 6. Actinobakteerin madran muutokset eri aikapisteissa keskiarvoina
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Kuvaaja 7. Bacteroidetesin madran muutokset eri aikapisteissa keskiarvona



Chloroflexi
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Kuvaaja 8. Chloroflexin maaran muutoksert eri aikapisteissa keskiarvona

Firmicutes
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Kuvaaja 9. Firmikuuttien madran muutokset eri aikapisteissa keskiarvona



Proteobacteria
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Kuvaaja 10. Protobakteerien maaran muutokset eri aikapisteissa keskiarvona

Henkil6 1 Ovk  Henkil6 2 2vk* Henkil6 3 Ovk Pesuneste Paajakso

496 435 762 13839 Acidobacteria
2722 2760 2181 42064 Actinobacteria
3190 106 112 46625 Bacteroidetes
231 308 256 16317 Chloroflexi
11749 8786 7213 24151 Firmicutes
1565 1805 2009 131320 Proteobacteria

Taulukko 6. Yhteenveto Pesuneste-nadytteessa esiintyvista bakteereista padjaksottain ja niiden
maarien vertailu kunkin osallistujan ensimmaiseen naytteeseen. Huomiotavaa etta Henkilon 2

Ovk naytetta ei ole, joten tahan vertailuun on otettu henkilén 2vk nayte.



4 YHTEENVETO

Tutkimuksen aikana haluttiin selvittda, miten tehokkaasti bakteerit saadaan siirtymaan
Ruskovillan silkkivillaiseen tuotteeseen ja miten pitkdan ne sdilyvat vaatteessa. Tutkimuksessa
simuloitiin tuotteen pitkdaikaista kayttda pesemalld tata viikoittain, eika raikastamalla vaatetta
tuulettamalla raittiissa ulkoilmassa kuten hoito-ohjeissa suositellaan. Tuotetta myds kadytetiin
3 kertaa viikossa tydpaivan ajan. Osallistujat kayttivat tuotteita tutkimussuunnitelman ohjeiden

mukaisesti, jotta tulokset olisivat mahdollisimman vertailukelpoisia.

Tuloksista nahdaan, ettd bakteerien maara siirtyi silkkivillaisen aluspaidan kuituihin ja sailyi
siind useiden pesukertojen ajan. Bakteerien havidminen oli suurinta ensimmaisten
pesukertojen jalkeen, mutta tuote oli sailyttanyt 50% alkuperaisesta bakteerimaarasta 3 pesun
kohdalla. Voidaan olettaa, ettd raikastamalla tuote ensisijaisesti ulkoilmassa pesun sijaan,

bakteerimaara sailyy pidemman ajan.

On mahdollista, ettd tuotteen bakteerien maaraa voitaisiin uudistamalla mikrobikasittely,

jolloin bakteerimaaraa saataisiin nostettua takaisin alkuperaisen tason kaltaiseksi.

Taman tutkimuksen tuottaman datan perusteella voidaan todeta, ettd Ruskovillan
tuotantoprosessi Reconnecting Nature™ mikrobiuutteen siirtdmiseksi on toimiva ja

bakteerimonimuotoisuus sailyy neuloksessa jopa usean pesukerran jalkeen.
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