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Too kokkuvote

Kaesoleva uurimist6dé raames viidi labi 15-ne kaubalaeva ballastvee mikrobioloogiline
analliis. Todsse kaasatud laevad olid Iabimas Muuga voi Uht Sillamae sadamaid. Enamus
uuringusse kaasatud laevu olid keskmisest suuremad, aga ka vaiksemad alused, olid seotud
Laanemere-sisese kaubaveoga. Anallisitud ballastvee proovid varieerusid oma paritolu
(Ldanemeri, Péhjameri ja Atlandi ookean) ja to6tluse poolest (peamiselt tddtlemata voi UV-
toodeldud). Lisaks koguti ja anallisiti iga kilastuse ajal sadama akvatooriumilt kogutud
kohalikku merevett iseloomustavad referentsproovid.

Uurimistddd viidi 1abi kasutades uurimismeetoditena epifluorestsentsmikroskoopiat ja
molekulaarseid analluse. Mikroskoopiliselt on vdimalik mikroorganismide kooslust
iseloomustada fenottubiliselt, maarata mikroorganismide arvukus ja biomass, molekulaarselt
saab miroorganismid identifitseerida ning analliisida kooslust slvitsi. Kumbagi metoodikat
seni rutiinses ballastvee kontrollis ei rakendata.

Mikroobikoosluste liigirikkus oli kdikides proovides normaalselt kdrge, bakterite tldarvukuse
(mikroskoopiline loendus) ja liigirikkuse olulist vahenemist ei taheldatud ka UV-t66deldud
ballastvee proovides. Mikroobikoosluste mitmekesisus erinevused soltusid proovi algsest
paritolust (sh soolsusest) ning ballastvee tdotlemises,t aga ilmselt ka aastaajalisest
muutlikkusest. Viimase kohta koguti usaldusvaarsed andmed Muuga sadamast.
Patogeensete bakterite esinemist hinnat véimalike patogeensete perekondade esinemise
alusel, samas on selge, et enamus neist perekondades on esindatud ka tavaparaste kahjutute
likidega. Selgus, et UV t66tlus ei mdju eelistatult patogeensete perekondade liikidele, vaid
voib neile ja teistele toitainete rikast keskkonda eelistavatele bakterite hoopis kasvueelised
anda. Seetdttu on téenaoline, et ballastvee mahutid vbivad olla selliste organismidele
soodsaks kasvulavaks. Seega ei suuda taksonoomial pdhinev metoodika ei tuvastada
bakterite tegelikku patogeensust ning selleks tuleks taiendavalt analldsida virulentsete
geenide esinemissadedust ja teostada kogu mikroobikoosluse shotgun metagenomics
anallitis, mis vdimaldab tuvastada ka haigusi tekitavaid viirusi. Fluorestsentsmikroskoopia
osutus sobilikuks meetodiks ballastvee seisundi operatiivseks hindamiseks ja ballasveele
rakendatava veetddtluse tdhususe kontrollimiseks.



Summary

Over a course of nearly one year (13.07.2019 — 3.05.2020), the microbial communities found
in ballast water of fifteen commercial ships were analyzed. These ships were routed through
Sillamae and Muuga harbours, where the samples were collected. Microbial communities
were analyzed using fluorescence microscopy and massively parallel tag (16S rRNA gene as
a marker) sequencing approaches. In addition, reference samples from the port were also
collected and analyzed.

The microbial communities were significantly influenced by salinity, treatment (mainly non-
treated or UV treated) and the point of origin for the water. Re-occurring taxa in individual ship
tanks confirmed results of previous studies that indicate certain bacterial taxa colonize the
water, sediment and surfaces (biofilm) of the tank surfaces. Special attention was paid to
potentially pathogenic bacterial genera. Over a hundred of these bacterial taxa were found in
relatively high abundances, included in ballast water that had received UV treatment. Although
a large fraction of these bacteria are likely naturally occurring non-pathogenic representatives
of these genera of interest, potentially pathogenic bacteria were also found in few of the tanks.
The results hint that members of these taxa are more likely to survive the UV treatment than
the native marine bacteria and therefore linger and/or colonize in the tank, which is a
worrisome sign.

The results of this study reaffirm the potential of modern molecular methods in use for survey
of the ballast water. It enables to identify all members of the microbial communities and allow
detection of potential problems other than occurrence of few pathogenic groups. For example,
detection of ineffective treatment or oil contamination in the tank. Furthermore, shotgun
sequencing of the ballast water metagenomes would be the best approach to identify
functional genes, thus definitively identifying pathogens and toxic cyanobacteria, and viruses
found in the samples. This would greatly enhance our understanding of ecological impact and
dangers that ballast water tanks as a vector have for marine ecosystems, which would allow
better protection of the environment and ballast water management. Fluorescence microscopy
proved to be a suitable method for operational assessing the condition of ballast water and for
checking the effectiveness of the treatment applied to ballast water.



Kasutatud luhendid ja mdisted

APT -
ballastvesi

batomeeter

Bulk Carrier
dbRDA -

DBT -
DWT -

FPT -
General Cargo-
IMO -
in-line -
NMDS -

manhole -
oTuU -
sounding pipe -

TBT :
uv -
WBT :
WTR -
WTL -

IBWMC -
BWMP -

BWMS -
BWRB -

ingl k after peak tank, laeva ninas asuvast mahutist jargmine mahuti
veekogu vesi, mis voetakse ajutiselt laeva ballastvee mahutitesse, et
kontrollida laeva trimmi, kreeni, slvist ja pustuvust

vahend, mis véimaldab (veest) kindlalt sigavuselt proove vétta,
harilikult silindrikujuline ja valmistatud metallist, klaasist, plastist
eesti k-s kaubalaeva tuup - puitlastlaev

ingl k distance based redundancy analysis, kauguse pdhine
redundantsuse analiis, mis véimaldab hinnata tegurite méju koosluse
varieeruvusele

ingl k double bottom tank, topeltpbhja vaheline ballastvee mahuti
ingl k dead weight tonnage, laeva tuhimass tonnides; laevanduses
on kaibel teisendus inglise keelest ,tedweit*

ingl k forepeak tank, laevaninas (laevakere esiosas) asuv mahuti
eesti k-s kaubalaeva tudp - Gldine kaubalaev

Rahvusvaheline Mereorganisatsioon

ingl k ballastvee valjavétmise vbimalus torust

ingl k non-metric multidimensional scaling, mittemeetriline
mitmemao&otmeline skaleerimine-ordinatsioonimeetod

eeski k-s kaev, kaevu voi mahuti luuk

ingl k operational taxonomic unit

eesti k-s helitoru - toru vedeliku sigavuse mddtmiseks laeva vee- voi
Olipaagis

ingl k top ballast water tank, ilemine ballastvee mahuti
ultraviolettkiirgus

ingl k wing double bottom tank, kilgmine topeltpdhja mahuti

ingl k wing tank right, kiilgmine-parempoolne mahuti

ingl k wing tank left, kilgmine-vasakpoolne mahuti

ingl k International Ballast Water Management Certificate,
rahvusvaheline ballastvee kaitlemise tunnistus

ingl k Ballast Water Management Plan, ballastvee kaitlemise kava
ingl k Ballast Water Management System, ballastvee kaitlussisteem
ingl k Ballast Water Record Book, ballastvee toimingute
registreerimise paevik
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Sissejuhatus

Juba pikemat aega ollakse teadlikud, et valjastpoolt Lddnemerre saabuvad lasti vedavad
laevad on toonud ja toovad jatkuvalt meile voorliike. Sellest hoolimata pole Eesti
territoriaalvetesse ja sadamatesse saabuvate laevade ballastvett seni uuritud/analtusitud.
Seni on puudunud selleks vastav kohustus ja seetdttu puuduvad ka andmed ballastvee kaudu
Eesti rannikumerre toodavate mikroorganismide, sealhulgas inimesele ja kaladele
patogeensete mikroobide kohta. Info ballastvees sisalduvate mikroorganismide ja viiruste
osas on puudulik ka globaalselt. Eesti mereala mikrobioloogilise seisundi selgitamiseks viidi
aastatel 2018 - 2020 Iabi Euroopa Majandus ja Kalandusfondi toetatud projekt
,Mikroorganismide roll Eesti rannikumere Okoloogilise seisundi, aineringe tuubi ning
isepuhastumisvéime maaratlemisel‘, mille raames TTU Meresisteemide instituudi
mereokoloogialabori teadlased uurisid veisivilieluseks potensiaalselt sobilike merealade
mikroobikooslusi ning nende ajalis-ruumilist muutlikkust. Nimetatud uuring on heaks toeks
laevade ballastvee mikroorganismide uuringule.

K&esoleva uuringu eesmark on ballastvee mahutites esinevate mikroorganismide koosluste
kohta alusteabe kogumine — koosluste mitmekesisus ning vdimalike patogeenide esinemise
tuvastamine, ettepaneku koostamine mikroobsete koosluste jarelevalveks ballastvee
mahutitest valjapumbatavas ballastvees ja lahenduste vélja té6tamine, mida oleks vdimalik
hiliem rakendada ballastvee jarelevalves ja mereseisundi hindamise valdkonna arendamisel.

Kaesolev uuring annab pistelise Ulevaate ballastveega Eesti territoriaalvetesse toodava
mikrobioloogilise sissekande potentsiaalsest ohust ning méjust kohalikule mikroobikooslusele,
mis omakorda on esimeseks llliks mere toiduahelas ja -vérgustikes. Lisaks annab uuring
hinnangu kaubalaevadele kui patogeensete mikroobide importijatele.

Kaesoleva uuringu eesmark on Eestisse saabuvate kaubalaevade ballastvee mahutites
esinevate mikroorganismide koosluste kohta alusteabe kogumine — koosluste mitmekesisuse
ning vbimalike patogeenide esinemise tuvastamine, ettepaneku koostamine mikroobsete
koosluste jarelevalveks ballastvee mahutitest valjapumbatavas ballastvees ja lahenduste
valjatodtamine, mida oleks voéimalik hiljem rakendada ballastvee jarelevalves ja mereseisundi
hindamise valdkonna arendamisel.

Uuring teostati TTU meresisteemide instituudi ja TU tehnoloogiainstituudi Ghispakkumisena.
Projekti toogrupi pohitaitiad on meremikrobioloogilise tausta ja meremikrobioloogiliste
uuringute kogemusega Kai Kiinnis-Beres (TTU), Peeter Laas (TTU), Veljo Kisand (TU) ning
zooplanktoloogilise taustaga ja bioloogiliste uuringute ja proovivétu kogemusega lvan
Kuprijanov (TTU). Uuringus osalesid veel molekulaargeneetilise anallilisioskustega teadlased
Helen Tammert (TU) ja doktorant Liisi Talas (TU). Uuringu meeskonda kuuluv lvan Kuprijanov
I&bis vahetult enne projekti algust ballastvee proovivétu valjadppe rahvusvahelisel kursusel
Saksamaal (COMPLETE project workshop on sampling and analysis of ballast water 8-
10.05.2019 / Dr. M. David and Dr. S. Gollasch).

Teema on seotud Euroopa Parlamendi ja Néukogu Direktiiviga 2008/56/EU (merestrateegia
raamdirektiiv - MSRD), mis satestab EL likmesriikidele kohustuse saéilitada v6i saavutada oma



merealade hea keskkonnaseisund (HKS) aastaks 2020. Voorliigid on MSRD Uheks
tunnuseks, mille alusel keskkonna seisundit hinnatakse.

Uuring aitab tapsustada kaubalaevade ballastveega seotud keskkonnaalaseid probleeme ja
sihte, st moju keskkonnaseisundile ning valja pakkuda suunatud meetmeid, mida oleks
voimalik hiljiem rakendada ballastvee jarelevalves.



1. Teoreetiline taust

Ballastvesi on merevesi, mis on laeva pumbatud laeva stabiliseerimiseks. Laevad vdivad
ballastvett transportida Ule vaga pika vahemaa, labides erinevaid klimavédndeid ja
okeanoloogilisi taustasid ning puutudes kokku erinevaid mikrobioloogilisi kooslusi sisaldava
mereveega. Merevee mikroobsed kooslused on suure mitmekesisusega, nt 1 ml merevett
vOib sisaldada miljoneid mikroorganisme, mis kuuluvad sadadesse kuni tuhandetesse
likidesse (Sunagawa et al. 2020). Koiki liike korraga kultiveerida ja isoleerida on praktiliselt
vbimatu ning kahjuks ei saa erinevaid mikroorganisme tuvastada ka nende valiste tunnuste
abil. Kull aga on vbimalik mikroobseid kooslusi suhteliselt kiiresti ja taielikult uurida
molekulaargeneetiliste meetodite abil. Tanu mass-sekveneerimise meetodite arengule saab
korraga analllUsida terve mikroobse kooslust (nn mikrobioomi) kasutades geneetilist
varieeruvust teatud markergeenides, selleks kasutatakse laialdaselt ribosomaalse RNA geeni
varieeruvaid alasid (Yang et al. 2016).

Et vddrliikide sissetoomisest tingitud OkosuUsteemide ja tervisekahjustusi valtida, on
Rahvusvaheline Mereorganisatsioon (IMO) 2004. aastal vastu votnud laevade ballastvee ja -
setete kontrolli ning kaitlemise rahvusvahelise konventsiooni ehk ballastvee kaitlemise
konventsiooni (Ballast Water Management Convention), edaspidi konventsioon. Eestis
joustus konventsioon 2018. aastal. Konventsiooni kohaselt tuleb uude veekogusse
sisenemisel mujalt kaasa vdetud ballastvesi enne sadamasse séitmist rannast 200 meremiili
(370 km) kaugusel ja ca 200 m sugavusel asendada kohaliku mereveega. Kuna Laanemeres
sellistele tingimustele vastav mereala puudub (avaosa laius ca 300 km), siis on siinkohal
realistlik meede ballastvee jarkjarguline vahetamine avamerel ning ballastvee deballastimine
sadamates.

Ballastvee konventsiooni artikkel 4 reguleerib laevade ballastvee ja selle setete kaudu
kahjulike veeorganismide ja haigustekitajate Ulekandumise kontrolli. Selles artiklis
satestatakse standardid ja nduded, et valtida laevade ballastvee ja selle setete kaudu
kahjulike veeorganismide ja haigustekitajate Ulekandumist. Konventsiooni kohustusega
laevadel peab olema rahvusvaheline ballastvee kaitlemise tunnistus ehk sertifikaat
(International Ballast Water Management Certificate - IBWMC), ballastvee kaitlemise kava
(Ballast Water Management Plan - BWMP), ballastvee toimingute registreerimise paevik
(Ballast Water Record Book - BWRB) ning toimiv ballastvee kaitlusststeem (Ballast Water
Management System - BWMS).

Vastavalt konventsioonile peavad ballastvett kasutavad laevad hakkama kdige hiljemalt 2023.
aastast merre pumbatavat ballastvett t66tlema, mis tdhendab, et laevadele tuleb paigaldada
puhastussisteemid (ballastvee t66tlus kiirgusega ja/véi kemikaalidega). Konventsiooniga
uhinenud riigid saavad taotleda ballastvee kaitlemise ndudest vabastamist vaid
konkreetsetele laevadele, mis sdidavad Uihe mere piires kindlaksmaaratud sadamate vahel.
Konventsiooni kohaselt peab sadamas olema isik, kes votab laevadelt ballastvee proove.
Samuti peavad riigid maarama asutuse, kes anallusib eri suurusega organismide arvukust
valjastatavas ballastvees ning maarab vajadusel organismide liigilise kuuluvuse. Kuna
ballastvee todtlemine voorliikide havitamiseks peab konventsiooni kohaselt olema laevadel
rakendatud alates 2023. aastast, siis vdib konventsiooni rikkumine pdhjustada lahitulevikus
laeva kinnipidamist ja trahve.



Ballastvee proovide votmiseks on IMO valja andnud Uldised juhised ning kehtestanud merre
juhitavale ballastveele piirkontsentratsioonid inimesele ohtliku patogeeni Vibrio cholerae ja
fekaalset reostust kajastavate indikaatorbakterite Escherichia coli ja soole enterokokkide
osas. Enne proovivottu on tungivalt soovituslik uurida laevade tausta ja pooérata erilist
tahelepanu infole sadamate kohta, mida laev on eelnevalt kilastanud.

Konventsiooni reeglis D-2 on satestatud, et konventsiooni nduetele vastavad need laevad,
mille merre suunatav ballastvesi sisaldab =50 pm organisme vahem kui 10 elujdulist
organismi kuupmeetri kohta; <50 ym (minimaalses moétmes) kuid 210 um vahem kui 10

elujoulist organismi milliliitri kohta (vt. Lisa 1). Inimese tervist ohustava toksikogeense Vibrio

cholerae (serotuubid O1 ja O139) eluvdimelist rakku ei tohi merre juhitavas ballastvee 100 ml-
s proovis esineda (vastaval s66tmel kasvavate tutpiliste V. cholerae kolooniat moodustavate
Uhikute arv peab olema 0 KMU/100 ml). Escherichia coli arvukus peab olema <250 KMU/100
ml ja soole-enterokokkide sisaldus <100 KMU/100 ml. Nii E. coli kui ka soole-enterokokid on
klassikalised fekaalse reostuse indikaatorbakterid.

Olukorra teeb keeruliseks asjaolu, et Uhtset ballastvee ja setete proovivotu metoodikat pole
praeguseks veel olemas. Lisaks IMO Uldistele juhistele on ISO Tehniline Komisjon koostanud
ISO standardi 11711 ,Ships and marine technology — Aquatic nuisance species — Part 1:
Ballast water discharge sample port®, mis muuhulgas esitab metodoloogiat proovide
anallusimiseks ja merre juhitava ballastvee nduete taitmiseks. Vastavalt konventsiooni
standarditele (D1;D2) tuleb ballastvee proovi votmise kdigus mddta ballastvee mahutite vee
soolsus ja temperatuur.

Ballastvees leiduvad organismid ei pruugi mahutis Uhtlaselt jaotuda, st organismide
kontsentratsioon valjutatavas ballastvees vdib varieeruda. Ballastvee organismide sisalduse
voimalikult representatiivseks proovide vdtmiseks on Saksa firma Hydrobios
(www.hydrobios.de) valja td6tanud proovivotu seadme, mis vdimaldab proove vbtta pidevalt
kogu ballastvee valjutamise valtel. Selle proovivotumeetodi abil saadakse ballastveest
téenaoliselt representativsem proov nii nduetele vastavuse kui ka ballastvee tddétlemise
susteemide téhususe kontrollimiseks.

Vaikesemahulisi proove (50 kuni mdnisada milliliitrit), mis sobivad mikrobioloogiliste kulvide
tegemiseks, on voimalik votta selleks konstrueeritud spetsiaalse metallist batomeetriga |1abi
nn. helitoru (ingl. sounding pipe), mis Uhendab ballastvee mahutit ja laevatekki (joonis 1). Labi
helitoru saab mddta ka ballastvee soolsust ja temperatuuri, mille jargi saab esmase teabe,
kas veevahetus ballastvee mahutites on toimunud voi mitte (MEPC 65; Standard Operating
Procedures 2017). Suuremamahulisi ballastvee proove saab vastavalt laeva vdimalustele
votta kas otse ballastvee mahutist (avaneb tekile - &hutusluugi/vaatlusluugi kaudu) voi
valjalasu kohast, need jaavad ainsaks variandiks kui helitoru on deformeerunud,
labiroostetanud vdi puudub vastav vaikese labimddduga batomeeter. Valjalasu kohast saab
votta esinduslikke proove nii zooplanktoni indikatiivse kui mikrobioloogilise anallusi jaoks,
seejuures on oluline registreerida vee vooluhulka (fikseerida vee maht, mida proov esindab).
Proovi sekundaarse saastumise valtimiseks ning suurema veemahu anallidsimiseks on
soovitav vodtta integreeritud mikrobioloogiline veeproov. Seda on véimalik teha
proovivétuseadmega, mille pdhivooliku seinast Iahtub peenike voolik, mille kaudu saab proovi
koguda suuremate mahtude kdrvalt (joonis 2). Peenikese toru kaudu juhitakse juhitakse osa



veejoast steriilsesse mikrobioloogilisse proovipudelisse (SOP for Inline Ballast Water
Sampling...2017).

-
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heli-toru ava

Joonis 1. Veeproovi votmine labi laeva helitoru (helitoru avaneb pdrandale must-kollaselt
viirutatud ruudu keskelt). Labi helitoru ballastvee proovi votmise vaikesemahuline torujas
metallist batomeeter on naha fotol all-vasakul.

Mikrobioloogilise proovi kogum

Joonis 2. Ballastvee proovi kogumise seade: voolik, voolumddtja, ventiil ja integreeritud
mikrobioloogilise proovi koguja (peenike voolik, tahistatud punase noolega).
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2. Metoodika

2.1 Laevade valik ja laevale paasu korraldamine

Sadamate kilastamise loa, kllastavate laevade nimekirja ja ajakava saamiseks poorduti
koigepealt telefoni teel Tallinna Sadama Kvaliteedi- ja Keskkonnajuhtimise osakonna juhataja
(E. Kaasik) ja Tallinna sadama peakapteni poole ning seejarel peakapteni asetaitja (S.
Seeman, Vanasadam), Paldiski Léunasadama sadamakapteni (A. Kungla) ja Sillamae
sadamakapteni (R. Sirol) poole. Sadamakaptenite korraldusel vormistati tahtajalised
sadamakdilastuse load.

Kilastatava laeva valiku pohikriteeriumiks oli laeva Laanemere-valine paritolu ehk laev pidi
enne sadamasse saabumist olema kilastanud sadamaid valjaspool L&anemerd.
Informatsiooni laeva ning eelnevalt kilastatud sadamate kohta sai veebilehtedelt
MarineTraffic (https://www.marinetraffic.com/), VesselFinder (https://www.vesselfinder.com)
ja FleetMon (https://www.fleetmon.com/). Reeglina tutvuti mitme veebilehega, mis véimaldas
saada piisavat informatsiooni. Veebilehed voimaldasid lisaks laeva andmetele fikseerida ka
kaardil laeva asukohta ning naha kellaajaliselt viie vimase sadama kllastuse kohta ja aega.

Laeva kulastamiseks tuli lhendust vbtta sadamateenistusega, kust saadi informatsiooni laeva
saabumise ja sadamas viibimise aja kohta. Kuna laevade sadamasse saabumine olenes
ilmaoludest, laeva tehnilisest seisust ja sadama taituvusest (vaba kai koha olemasolust), siis
tuli laeva saabumise ja kilastamise aega korduvalt tapsustada ning olla valmis koheseks
laevale minekuks. Sadamasse sisenemise loa saamiseks tuli sadama turvateenistusele saata
personaalsed andmed proovivdtja(te) ja transpordivahendi kohta, mille alusel vormistati
Uhekordne sadama territooriumile paasemise luba. Lopliku loa laevale paasemiseks andis
ainuisikuliselt laevakapten. Uldjuhul kais laevadelt proove kogumas TTU meresiisteemide
instituudi teadur Ivan Kuprijanov, kes oli eelnevalt labinud Saksamaal ballastvee proovide
votmise teoreetilis-praktilise koolituse. Séltuvalt laeva saabumisest sadamasse tuli proove
laevalt koguda laevaperele sobilikul ajal kellaajast sdltumata. Luba tuli hankida ka
referentsproovi votmiseks sadama kailt. Sillamae sadama puhul seda luba ei antud. Paldiski
sadamas peatuvatelt laevadelt ballastvee proove vétta ei Gnnestunud ja seda kahel pdhjusel:
a) Paldiskis maabuvad laevad ei kulastanud sadamaid valjaspool Laanemerd; b) laevad
viibisid sadamas suhteliselt Iihikest aega, mistdttu laevakapteni luba proovide vdtmiseks ei
onnestunud kordagi saada. Laevade kilastamise muutis 2020. aastal keeruliseks ka COVID-
19 puhangust tingitud eriolukorra kehtestamine.

2.2 Laeva dokumentide ulevaatus

Enne proovivdttu uuriti internetist laevade tausta, andmeid, marsruuti ja eelnevalt kulastatud
sadamaid. Laevakulastuse ajal tutvuti ballastvee kaitlemist puudutava dokumentatsiooniga
ning kusitleti laeva kaptenit ja meeskonda, et saada Ulevaade ballastveega seotud
toimingutest, sh tddtlemise meetoditest ja praktikast. Kontrolliti, kas laeval on olemas
rahvusvaheline ballastvee kaitlemise sertifikaat (International Ballast Water Management
Certificate).
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2.3 Ballastvee proovide kogumine

Uldjuhul véeti iga laeva kohta (iks referentsproov (sadama kailt) ja kolm kuni neli ballastvee
proovi erinevatest mahutitest, mis eelistatult sisaldasid erineva paritoluga ballastvett.

Vastavalt konventsiooni standarditele (D1; D2) on ballastvee proovi vétmise kaigus vaja
kindlaks teha (m66ta) ballastvee mahutite vee soolsus ja temperatuur. Soolsuse proovi ja
kulvideks mbeldud mikrobioloogiliste ballastvee proovide votmiseks on kirjanduses soovitatud
kasutada metallist spetsiaalset vaikese labimdodu ja mahuga batomeetrit. Sellist batomeetrit
projekti raames kasutada polnud vdimalik ning see poleks ka kavandatud analldside
l&biviimiseks vaikese proovimahu tdttu sobinud (proovi maht pidi olema vahemalt liiter).
Proovivee soolsuse ja temperatuuri mddtmiseks kasutati elektrijuhtivuse, soolsuse ja
temperatuuri mddtjat YSI EC300ACC-04.

Mikrobioloogiliste ja molekulaargeneetiliste veeproovide nduetekohaseks vdtmiseks
konstrueeriti raske pdhjaga metallist pudeliraam (joonis 3), mida sai koos steriilse
proovipudeliga nooérile margitud meeterskaalat kasutades uputada ballastvee mahutisse
soovitud sugavusele ning seejarel eemaldada pudelilt ajutine kork sinna kinnitatud ndori abil.

Joonis 3. Mikrobioloogiliste proovide (ballastvesi, referentsproovid) kogumiseks TTU MSI
konstrueeritud proovivdtu raam vahetatava pudeliga.

Suurema mahuga (= 1 liiter) proovide votmiseks on enamikel laevadel véimalik kasutada
ballastvee mahuti kohal dekile avanevat ventilatsiooniava, mis normaalolekus on kaanega
suletud. Ventilatsiooniavad on Uuldjuhul piisavalt suured, et proove vétta kas klassikalise

batomeetriga voi spetsiaalsesse raami paigutatud steriilse proovivotu pudeliga.
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2.4 Kogutud proovide kaitlemine

Koik laevalt (ballastvee) ja sadamast (referents) kogutud proovid asetati kilmkehadega
termokasti ning toodi koheselt TTU Meresiisteemide instituudi laborisse. Lahtudes proovide
laborisse saabumise kellaajast alustati proovide eelt6otlusega kohe voi siis jargmise paeva
hommikul (kui proovid laekusid eelmise paeva hilisdhtul). Vastavalt lepingus kirjeldatule jaotati
veeproov esialgu kolmeks osaks:

1) 50ml osaproov fikseeriti 1,25ml osakestevaba formaliiniga (38%) ning sailitati jahedas
ja pimedas kuni epifluorestsentsmikroskoopilise uuringuni;

2) 4.5ml osaproov fikseeriti 0,5ml osakestevaba paraformaldehidi ja glutaarhaldefttdi
seguga ning anallusiti samal paeval voolutsttomeetriliselt. Kui koheselt polnud proove
vdimalik analGUsida sailitati need kiilmikus temperatuuril 4 °C;

3) ulejaanud proovis (940-1000ml) leiduv geneetiline materjal konsentreeriti filtreerimise
meetodil - molekulaargeneetilise anallilsi esimene etapp (vt. DNA kontsentreerimine
filtratsiooni meetodil).

Algselt oli lepingus kirjas Uhe osaproovi analliisimine patogeensete- ja indikaatorbakterite
(Escherichia coli, soole enterokokid, Vibrio cholerae) arvukuste maaramiseks kulvimeetodil
Terviseameti laboris (Paldiski mnt 81, Tallinn). Praktilise proovivotmise kaigus osutus aga
Terviseameti reeglitekohane kaasamine proovide anallusi keeruliseks ning sellest tuli
loobuda. Terviseameti kaasamise eesmargiks oleks olnud klassikaliste patogeenide ja
indikaatorbakterite anallusitulemuste ja molekulaargeneetilise analllusiga saadud tulemuste
vordlemine, kuna viimane pole seni ballastvee ega ka naiteks suplusvee hugieenilises
kontrollis praktilist kasutust leidnud. Samas on molekulaargeneetiline anallds oluliselt
informatiivsem, s.t annab informatsiooni kdigi vees leiduvate bakterite, sh patogeenide ja
potentsiaalsete patogeenide ning ka toksiliste tslanobakterite kohta. Samuti on see maailmas
Uha laiemalt kasutatav mikrobioloogiline analuisimeetod, mille kasutusele vétmine
jarelvalvega tegelevates laborites on ainult aja kisimus. Kilvimeetoodikaid kasutades, tuleb
mikrobioloogilisi analliise alustada kuue tunni jooksul peale proovide votmist. Kuna laevadelt
proovide vétmist polnud véimalik tapselt paika panna, see olenes laeva tegelikust sadamasse
saabumisest, siis polnud vdimalik ka laboriga t6id planeerida, mis Terviseameti ja muude
analoogseid analllUse teostavate laborite puhul on obligatoorne. Laevade tegelik saabumise
ja proovide votmise aeg olenes nii ilmast, sadama taituvusest, laeva tehnilisest seisundist,
sadamateenistuselt laevale mineku lubade saamisest, laevakapteni laevale lubamise
otsusest. Laevakapteni negatiivne otsus saab ballastvee proovide vétmise (vodraste laevale
lubamise) tuhistada, isegi juhul kui muud tingimused on taidetud.

2.5 Veeproovide analtusimine epifluorestsentsmikroskoobiga ja
bakterite arvukuse maarmine

Esialgu oli projekti kavas mikroorganismide (bakterite) arvukused loendada
voolutstitomeetrilisel meetodil ning proovide visuaalseid omadusi, proovis leiduvate
mikroorganismide fenotuupilist koostist ja seisundit hinnata epifluorestsentsmikroskoopilisel
vaatlusel. Kuna t66 kaigus ilmnes, et UV-t6ddeldud ballastvesi sisaldab sadet (mdnel juhul
suurtes kogustes), mis oleks voolutsiitomeetri ummistanud, siis tuli peale vahearuande
esitamist voolutsitomeetriline bakterite loendus asendada otsese epifluorestsents-
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mikroskoopilise loendusega (Hobbie et al., 1977). Ballastvee proovist sademe eemaldamine
muudaks proovi mitterepresentatiivseks, kuna osa baktereid oleks proovist kdrvaldatud.
Kdneallolevat meetodit on soovitatud HELCOM COMBINE-s bakterite arvukuse ja biomassi
maaramiseks Laadnemeres ning see meetod oli Laadnemere mikrobioloogilises seires
kasutusel 1980. aastatel.

Epifluorestsentsmikroskoopilise meetodi puhul filtreeritakse eelnevalt formaliiniga fikseeritud
veeproovist mdddetud kogus (10 ml) [&bi 0,2 ym poorsusega polikarbonaatse membraanfiltri.
Filtri pinnale kontsentreerunud osakesed varvitakse DNA/RNA-ga seonduva fluoresseeruva
rakuvarvi akridiinoranziga (AQO). Varv eemaldatakse filtrilt vaakumiga, seejarel filter
loputatakse osakestevaba veega, kuivatatakse ning valmistatakse mikroskoobi preparaat.
Filtritel oleva materjali uurimiseks kasutati AO vastavate optiliste filtrite komplekti ning
kaameraga varustatud epifluorestsentsmikroskoopi Olympus IX51 (tldsuurendus 1000x).

Bakterite loendamiseks ja mikroskoobi pildi digitaalseks jdddvustamiseks kasutati cellCens
tarkvara. Meetod on kiire ja vdimaldab saada visuaalse Ulevaade koigist vees olevatest
osistest, nii elusatest kui elututest (orgaaniline aine, mineraalosakesed). Meetod vdimaldab
naha ja tuvastada ka neid vees leiduvaid mikroskoopilisi eluvorme (bakterid, vetikad,
algloomad jne), mis bakterite analllsimisel kultiveerimismeetoditega (s66tmetes voi
s6otmetel) ilmsiks ei tule. Bakterite Uldarvukuse saamiseks loendati baktereid 20-30
juhuslikult valitud filtri pinnathikul ning nende andmete alusel arvutati bakterite arvukus 1 ml
veeproovis.

2.6 DNA kontsentreerimine filtratsiooni meetodil

Vees leiduva DNA kontsentreerimiseks filtreeriti proov (850-980 ml) steriilsetes tingimustes
labi 0,2 ym pooriga membraanfiltri (Supor, S-Pack, diam. 47 mm). Filter voeti koos sinna
kogunenud materjaliga steriilsete pintsettidega filtreerimisseadmelt ja paigutati kokku rullitult
spetsiaalsetesse tuubidesse. Proovid koodistati, margistati ja sigavkulmutati temperatuuril -
84 °C, kus neid sailitati kuni Tartusse saatmiseni. Proovid transporditi kuivjaal kiirkulleriga
projektipartnerile Tartusse, kus TU tehnoloogiainstituudi téériihm nende proovide
anallusideks ettevalmistamist ja analUusimist jatkas.

2.7 DNA puhastamine, marklaud-geeni paljundamine ning selle
sekveneerimine

Membraanfiltritele kogutud veeproovist puhastati DNA kommertsiaalse Power Water kitiga
(Qiagen) ning DNA kogus maarati spektrofotomeetriliselt (Nanodrop). Seejarel paljundati
mitmekesisuse maaramiseks kasutatavat marker-geeni (16S rRNA geen, Herlemann et al.
2011) PCR metoodika abil. Paljundatud materjal valmistati ette lllumina platvormil péhinevaks
mass-sekveneerimiseks ning sekveneerimine telliti Asper Biogene LLC'lt (Tartu).

2.8 Sekveneerimistulemuste analuus

Toorandmed téodeldi Tartu Ulikooli tehnoloogiainsituudi mikrobioloogialaboris kasutusel
olevate bioinformaatiliste tddvahendite abil. Kvaliteetsed DNA jarjestused grupeeriti jarjestuse
sarnasuse alusel nn OTUdeks (ing keeles operational taxonomic units) ja OTU jarjestuse
taksonoomiline kuuluvus, st liigiline kuuluvus maarati nende vérdlusel SILVA andmebaasiga
(https:/lwww.arb-silva.de/). OTUdel poéhinev andmestik voimaldab kirjeldada koosluste
liigirikkust ning kaudselt ka liigilist mitmekesisust arvestades jarjestuste arvu tihes OTUs.

14



2.9 Liigiliste koosluste statistiline analuus

Statistilise analllsi labiviimiseks kasutati programmeerimiskeelt R (versioon 3.5.1) ja
keskkonda RStudio (versioon 1.1.463) ning tulemuste visualiseerimiseks paketti ggplot2.

2.10 Liigirikkuse analuus

Ballastvee proovides esineva liigirikkuse hindamiseks arvutati Chao indeksid kasutades Ri
paketti vegan (estimateR funktsiooni) ning tulemuste visualiseerimiseks kasutati boxplot ja
ggplot pakette.

2.11 Bakterite kooslustele ballastvee paritolu ja erinevate tegurite moju
analuus

Asukoha, soolsuse ja todtluse (UV-tdoddeldud vrs toodtluseta proovid) moéju hindamiseks
ballastvee proovides kasutati NMDS (ingl. Non-metric multidimensional scaling) ordineerimist
ja dbRDA (ingl. distance based redundancy analysis) anallidsi. NMDS ordineerimiseks
kasutati paketti microbiome (funktsioon ordinate; “bray” distants), mis vdoimaldab visuaalselt
hinnata ballastvee proovide grupeerumist. dbRDA anallusiks kasutati Ri paketti vegan
(funktsioon capscale), mille abil hinnati, kui suur osa koosluste vahelisest varieeruvusest on
seletatav asukoha, soolsuse vai td6tluse mojuga.

2.12 Tuumkoosluse taksonite analuus

Erinevatest asukohtades parit ballastvee koosluste vordlemiseks leiti esmalt proovides
esinenud tuumikooslus (ingl k. core community). Selleks kasutati microbiome paketi
funktsiooni core, mis arvestab pdhikoosluste hulka liigid, mille levimus proovides suhtelise
arvukuse alusel on 0,5 (esineb vahemalt 50% proovides).

2.13 Uksikute OTUde lile- ja alaesindatuse analliUs

Seejarel anallusiti ballastvee koosluste vahelisi erinevusi OTUde kvantitatiivse ule- voi
alaesindatuse naol vorreldes erinevaid to6tlusi omavahel erinevates asukohtades. Selleks
kasutati Limma mudelit (Linear models for microarrays; pakett limma), mis vordleb kahte
gruppi (nt tdéétlused) omavahel ning annab efekti suurused (logFC - fold change) ja p
vaartused OTUdele arvestades masssekveneerimise andmestiku omaparasid. Tulemused
visualiseeriti volcano plot-ga. Statistiliselt Uleesindatud liikideks vastavas to6tluses arvestati
OTUd, millel esines efekt (logFC) > 1 ja korrigeeritud p-vaartus < 0.05.

2.14 Vdimalike patogeensete bakteriperekondade esinemise analuus

Vbéimalike patogeensete perekondade vaatlemiseks erinevates ballastvee asukohtades,
arvutati enamlevinud potentsiaalsete patogeensete perekondade suhteline arvukus proovis.
Nendeks perekondadeks olid: Escherichia-Shigella, Enterococcus, Staphylococcus, Vibrio,
Listeria, Acinetobacter, Mycobacterium, Salmonella, Shewanella, Serratia, Mycoplasma,
Streptococcus, Legionella, Rickettsiella, Carnobacterium, Neisseria, Parachlamydia,
Haemophilus, Paeniclostridium, Leptospira, Corynebacterium, Prevotella, Neochlamydia,
Rickettsia, Chlamydia, Yersinia, Klebsiella, Ehrlichia, Flavobacterium.
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Viirused ballastvees

Viirusi kaesoleva projekti raames ei anallilsitud kuna patogeensuse aspektis on merevesi
viiruste nakkuvuse sailimiseks ebasoodus keskkond. Viirused on merekeskonnas kull vaga
arvukad, kuid nad on valdavalt bakteriofaagid. Mereviirusi vdib teatud juhtudel esineda
merevees kiimneid kordi rohkem kui baktereid, kuni 108 virioni mI* (Middelboe ja Brussaard
2017). Tulenevalt viiruste suurest mitmekesisusega teiste mikroorganismidega vdrreldes,
puuduvad nende uurimiseks tanaseni universaalsed markergeenid. Nende geneetilise info
kandjaks voib olla DNA vbi RNA, mis mdlemal puhul véib olla nii Uheahelaline Kkui
kaheahelaline. Seetdttu on nende uurimine bakterite uurimisest tunduvalt keerulisem ja kallim,
seda alates proovide kogumisest, geneetilise materjali ekstraheerimisest kuni [6ppanaltsini
valja. Monigast edu on selles valdkonnas saavutatud kasutades koosluse metagenoomi
shotgun sekveneerimise metoodikat (Lymperopoulou ja Dobbs 2017).

3. Tulemused ja nende analuus

3.1 Ballastvee kaitlus ja proovide votmise valmidus kulastatud laevadel

Kokku kulastati ajavahemikul 13.07.2019 - 3.05.2020 15 kaubalaeva, neist 14 Muuga
sadamas ja Uht Sillamae sadamas. Paldiski sadamas ei dnnestunud laevakaptenilt
laevalemineku korduvalt luba saada, kuigi Tallinna Sadamalt oli luba olemas. Uheks
pdhjenduseks oli laeva liialt |Ghiajaline viibimine sadamas. Enamus kulastatud laevu olid
keskmisest suuremad (tabel Lisa 2): kandevdéimega (DWT) ule 60000 tonni - kaks laeva
(maks. 63475 t), 50000-60000 t - ks laev, 40000-50000 t - (ks laev, 30000-40000 t -seitse
laeva, 20000-30000 t kolm laeva ja alla 10000 t - tks laev (5050 t).Suurtel laevadel vois olla
ule 20 ballastvee mahuti, kdige vaiksemal kilastatud laeval (vedas kaupa Uksnes Laanemere
piires) oli Uks ballastvee mahuti.

Kdikidel kulastatud lavadel oli kohustuslik ballastvee kaitlemise kava, mille jargi ballasti
toimingud teostati, olemas, kuigi erinevas vormis ja tasemel. Kéik toimingud pandi kirja
spetsiaalsetesse ballastvee arvestusraamatutesse, taites selleks spetsiaalselt selleks
otstarbeks valjatéotatud protokolle (valjastatud IMO poolt, D-1 ballastvee vahetamise
standard jargimiseks) voi pannes see kirja vabas vormis. Erineva tdpsusastmega oli leitav
informatsioon millal, kus ja kuidas ballastvee mahuteid taideti/tihjendati. Kulastatud laevadest
viiel (Providana, Helga Bulker, Argo B, Port Imabari, Yangtze DlIgnity) oli olemas nii tdokorras
ballastvee tootlemistehnoloogia kui ka tehniline véimalus ballastvee proovide nduetekohaseks
kogumiseks.

Kaheteistkimnelt laevalt oli véimalus proovid votta otse ballastvee mahutist (ingl. in-tank), kas
siis 1abi vaatluskaevu/dhutusluugi (ingl. manhole) (joonis 4), kasutades selleks batomeetrit,
vOi voolikuga Iabi helitoru (ingl. sounding pipe) (joonis 5). Luukide avamine sdltus vanade
laevade puhul ka laevameeskonna heast tahtest ja koostddvalmidusest, sest kaevu kattis
vana roostetanud kaas, mille eemaldamiseks kulus aega ja taiendavaid t66riistu. Proovide
votmine labi helitoru oli mitme laeva puhul raskendatud, kuna laeval puudusid selleks vajalik
pump ja voolikud. Mdnel juhul oli véimalik ballastvee proovi votta Uksnes lletaitumise meetodil
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(ingl. overflow). Sel juhul kaivitati erakorraliselt laeva veepumbad, mille tulemusena vesi valjus
kas helitorust vdi mdnest ventilatsiooniks mdeldud kaevust (protsess imiteeris lUhiajalist
deballastimist). Uhel juhul tuli proovid vétta laevakere kiiljel paiknevate ballastvee véljutamise
luukide avamisel valjapurskuvast veejoast.

Joonis 4. Proovi
Medi Atlantica.

Joonis 5. Veeproovi vétmine voolikuga labi laeva helitoru (vajalik nii voolik kui pump): (a) Hong
Kongi lipu all séitev laev Cape York Muuga sadamas (laeva dedveit ehk taielik kandevéime
28471 t, ehitatud 2001.a.); (b) Libeeria lipu all sbitev laev Medi Atlantica (laeva dedveit 60550
t, ehitatud 2016).
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Viielt laevalt oli véimalik ballastvee proovid vétta laeva masinaruumist, kasutades selleks
spetsiaalset ballastvee proovivotu kohta (ingl. in-line; joonis 6). Selline vdimalus esines
laevadel, mille omanikud olid vastavalt IMO konventsiooni nduetele tehnilise voimaluse
loomisesse investeerinud.

Joonis 6. Proovi kogumine masinaruumis laevadelt : a) Helga Bulker, b) Port Imabari

Sellise stisteemi olemasolul on sadamas seisvalt laevalt proovide kogumiseks vaja kaivitada
ballastvee tédtlemise slisteem, valida automaatjuhtpuldilt proovivétuks vajalik ballastvee
mahuti, lasta pumbata vett (5-10 min) Iabi torudesusteemi, et puhastada torustik seisma
jadénud veest, ning spetsiaalse kraani kaudu teostada proovivétt (joonis 6).

3.2 Ballastvee tootlus kulastatud laevadel

Kuuel laeval viieteistkimnest puudus ballastvee t66tluse vahendid (Cape York, Trapezitza,
Fluvius Taw -vaike laev, Argo B, Monterose, African Ibis). Need laevad olid suhteliselt vanad
ning ehitatud 2010. aastal vbi varem. Laevale paigaldatud ballastvee to6tlusstisteem polnud
kasutuses kahes laevas: Interlink Nobility (ehitatud 2017) ja Port Imabari (eh. 2019). Neilt
kaheksalt laevalt oli proove voimalik votta Uksnes mittetdddeldud ballastveest. Toodtluse
puudumist pdhjendati kohustuse puudumisega, ressursside kokkuhoiu vajadusega ja
tehniliste probleemidega. Suhteliselt uue laeva Interlink Nobility esindaja seletusest tuli valja,
et ballastvett toddeldakse nduetekohaselt USA vetesse minekul, sest seal on see kohustuslik.
Laeval Medi Atlantico (eh. 2016) t66deldi mahutitesse sisenevat vett iimselt tehnilise rikke
tottu madalate UV annusega. Kahe laeva puhul (Providana, Medi Atlantico) oli ballastvee
mahutites korraga nii tdoddeldud kui todtlemata vesi ehk osaliselt tdddeldud vesi.
Viietestkimnest laevast seitsmelt (Providana, Helga Bulker, Medi Atlantico, Nordmosel, Saga
Enterprise, Charisma GR, Yangtze Dignity) oli vbimalus saada UV té6deldud ballastvett, millet
uhel, Sillamae sadamas peatunud laeval Helga Bulker, oli olemas lisaks ballastvee UV-
tootlusele ka keemiline t66tlus naatriumvesiniksulfaadiga (NaHSO4).
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3.3 Epifluorestsentmikroskoopiline uuring

Proovide mikroskoopiline vaatlus vdimaldas selgesti eristada todtlemata ja té6deldud
merevett/ballastvett. Ballastvee UV kiirgusega t66tlus pohjustab vees leiduvatel organismidel
kahjustustusi ja vees leiduva detriidi lagunemist, mille tulemusena on veeproovis visuaalselt
naha pruuni sadet, mikroskoobi all aga amorfset sadet ning surnud ja lagunenud rakke.
Nukleiinhapete marker AO seostub rakkudes RNA ja DNA-ga ning kui rakk on fusioloogiliselt
aktiivne (rakus on llekaalus RNA), annab see rakule oranz-kollase helenduse. Kui rakk on
aga kahjustunud ning raku valgustintees on peatunud (RNA-d on rakus vahe ja Ulekaalus on
DNA), paisab see epifluorestsentsmikroskoobis lUhilainelises sini-lillas valguses rohelisena.
Mikroskoopiline uuring véimaldab kogemuse olemasolul eristada fenotlbilise pildi alusel ka
erineva paritoluga vett, nditeks Ladnemere, Pdhjamere ja Atlandi ookeani vett ning hinnata
vee mikrobioloogilist mitmekesisust ja Uldist reostustaset. Fenotlubi alusel taksonoomiline
identifitseerimine on bakterite puhul véimalik vaid vaga piiratud juhtudel, mistéttu on projektis
suurt tdhelepanu poéoératud bakterite molekulaargeneetilisele anallisile.

Jargnevalt on esitatud naitlikustamiseks monede laevade epifluorestsentsmikroskoopilise
ballastvee uuringu tulemused. Sama meetodiga saadud bakterite loenduse tulemused,
bakterite Gldarvukus (BUA) 1 ml uuritavas proovis, on esitatud aruande lisas olevas tabelis
(Lisa 3).

Laeva PROVIDANA kilastuse kaigus kogutud proovide epifluorestsentsmikroskoopilise
uuringu tulemused. Proovid koguti 13.07.2019 laeva ballastvee (BV) mahutitest WTR (nr.1),
WTR (nr. 2) ja WTL (nr. 3). Kdigi kolme Pdhjamere veega taidetud mahuti vesi erines nii
soolsuse kui ka mikrobioloogilise koostise poolest (jdreldus: vesi pumbatud mahutitesse
erinevatest kohtadest). Kahe BV mahuti vett ei oldud laevakapteni info pohjal tdddeldud, mida
kinnitas ka mikroskoopiline uuring (vt joonis 7, ballastvesi nr. 1 ja nr. 2). Seda, et td6tlus
puudus naitab fotodel pruunakas taustahagu puudumine (selge taust) ja mikroorganismide
iseloomulik kuju, terviklikkus ja erekollane ravumus (ballastvee nr. 1 vasakpoolsel fotol
proovivotul elus olnud ripsloom - intensiivselt kollane ripsmetega aaristatud ovaal; ballastvee
nr. 2 parempoolsel fotol on ndha proovivotu ajal elus olnud kera kujuline kahe viburiga
viburloom). Erkkollane varvus naitab nende organismide aktiivset metabolismi (rohket RNA
sisaldust rakus), selgelt eristatavad ripsmed/viburid aga deformatiivse teguri puudumist.
Kolmandast mahutist voeti ballastvee proov vahetult peale UV-t66tlust (joonis 7, ballastvesi
nr. 3). Proovis esineb kollakaspruuni amorfset sadet - lagunenud orgaaniline materjal, mille
vahel on naha roheliselt varvunud surnud vetikate (vasakpoolne foto). Parempoolsel foto
keskel on surnud kaarekujulist vetikas ning ka fragment vahjalaadse zooplankteri kestast.
Samadel fotodel on ndha mdddukas koguses baktereid, keda UV-kiirgus pole havitanud.
Kasitletud proovide BUA tulemused on naha alljargneva tabeli viimases veerus (taielik tabel
asub aruande lisas, Lisa 3)

. Sada | Ballastvee \Proovi|Soolsus o . BUA,
Kuupdev Laev N « | Proovivitu keht | Tddtlus
m piritalu nro | psu rakku/ml
13.07.2019 Providana Muuga Pohjameri 1 29,9 torust (in-line), WTR puudub 462 450
P&hjameri 2 27,4 torust (in-line), WTR puudub 880 00O
P&hjameri 3 23,7  torust (in-fine) WTL UV-t656tlus 410 540
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Laev PROVIDANA, 13.07.2019 Muuga sadamas
1. Ballastvesi (P8hjameri, psu 29.9) kiilgmisest paremp. mahutist (WTR) nr. 1 - té66tlemata

Joonis 7. Laeva PPROVIDANA (Muuga sadamas 13.07.2019) kolmest ballastvee mahutist
(nr. 1, WTR - tootlemata PShjamere vesi; nr. 2, WTR - to6tlemata P&hjamere vesi; nr. 3, WTL
- UV-t66deldud) voetud veeproovide epifluorestsentsmikroskoopilise uuringu digifotodele
jdadvustatud tulemused.

Laeva NORDMOSEL proovid koguti 29.11.2019 kolmest ballastvee mahutist, mille vesi oli
UV-tdddeldud sissepumpamisel, mahutid WB tank-1, WB tank-2, WB tank-4 ja referentsproov
Muuga sadama kailt 1m slgavuselt (referentsproov). Kdigi mahutite vesi oli merevee
sissepumpamise ajal UV-toodeldud, teistkordselt labis ballastvesi UV-t0otluse
valjapumpamisel. Ballastvesi oli laevapaeviku poéhjal parit Pdhjamerest Uhenkuningriikide
rannikult. Vee soolsuse jargi oli ballastvesi vbetud erinevatest kohtades voi siis oli osades
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ballastvee mahutites seguvesi. Sooluse andmed koos bakterite tldarvukuse andmetega on
esitatud alljargnevas tabelis.

Kuupdev Laev Sadam | Ballastvee |ProovilSoolsus| Proovivotu koht Téotlus | BUA, rakku/ml
pdritolu nr | psu*®
29.11.2019 Nordmosel Muuga Soomelaht 1 6,4 Muuga sadamakai 488470
PGhjameri 2 8,6 mahutist, WBT4ps UV-tootlus 954132
PGhjameri 3 10,2 mahutist, WBT2ps UV-tootius 446022
Pohjameri 4 14,3 mahutist, WBT1ps UV-tootlus 747594

REFERENTSPROOV, Muuga sadama vesi, 29.11.2019

NORDMOSEL ballastwater, NORDMOSEL ballastwater, NORDMOSEL ballastwater
WB Tank-1, UV-treated WB Tank-2, UV-treated WB Tank-4, UV-treated

29.11.2019 29.11.2019 29.11.2019

Joonis 8. Muuga sadama kailt (referents proov) ja sadamas seisva laeva NORDMOSEL
kolmest kllgmisest ballastvee mahutist (WPT-1, WPT-2 ja WPT-4) 29.11.2019 kogutud
proovide epifluorestsentsmikroskoopilise uuringu digifotodele jaadvustatud tulemused.

Fotodelt on ndha suur erinevus to6tlemata (Muuga merevesi) ja UV kiirgusega kahekordselt
toddeldud merevee (ballastvee) vahel. Kahekordne UV-t6dtluse tulemusena oli ballastvees
rohkesti pruuni orgaanilist heljumit/sadet, mis oli naha ka visuaalsel veeproovi vaatlusel.
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Sademe hulk soltud vees leiduvate organismide hulgast, kellest peale lagundamist tekib
detriit. Elusrakkude I6hkumise tulemusena vabaneb vette kergesti tarbitavaid toitaineid. Kuigi
enamus veeorganismidest on Kkiirituse toimel havitatud, sailitab osa zooplanktonist siiski
eluvdime. Labiviidud uuring naitas, et sellised organismid on eelkdige ripsloomad, nagu on
naha joonis 8 alumisel keskmisel fotol (intensiivselt kollane ovaal). Alumise rea vasakpoolsel
fotol on amorfse orgaanilise heljumi tausta kahe ranivetika tiihjad rakukestad (pantserid), mis
tdestab, et nad on kiirguse toimel havitatud.

Kolmas pikemalt analtUsitav laev on Sillamae sadamas kaupa vahetanud HELGA BULKER,
proovid koguti laevalt 24.10.2019. Laev saabus Sillamaele Taanist Studstrup’i sadamast
(Kattegat). Ballastvee mahutites oli kahte tadpi ballastvett: UV-té6deldud (WTL, WTR) ning
UV- ja keemiliselt naatriumvesiniksulfaadiga (NaHSO,) t6ddeldud (PT) merevett. Sooluse
andmed koos bakterite Uldarvukuse andmetega on esitatud alljargnevas tabelis.

Kuupdiev Laev Sadam | Ballastvee | Proovi [Soolsus|Proovivitu koht| Tddtlus BLia,
piritalu nr | psu*® rakku/ml

24.10.2019 Helga Bulker Sillamide Kattegat 1 6,2 mahutist, WTL UV-tdotlus 1587053
Kattegat 2 7.0  mahutist, WTR UV-tdétlus
Kattegat 3 6,8 in-line, PT UV+NaH504 230455
Kattegat 4 in-line, PT  UV+NaH504

Peale proovide anallisimist selgus, et esialgselt UV-t6ddelduks arvatud ballastvee proovid
nr.l (WTL) ja nr.2 (WTR) osutusid siiski tootlemata proovideks. Sellele viitas bakterite
suhteliselt kérge arvukus (1,5 milj/ml), mikroorganismide ja algloomade elulisus ja
okslUdeerunud materjali puudumine (joonis 9, tlemine fotoseeria).

Seevastu ballastvee topelttddtlus UV-kiirgusega ja NaHSO, osutus organismide havitamisel
vaga efektiivseks - kdik elus peale osade bakterite oli tugevalt kahjustunud (joonis 9, alumised
kaks fotot). Siit voib jareldada, et UV Kkiiritamise ja keemilise t66tluse on eukarlootsete
mikroorganismide puhul havitav, kuid osa baktereid jaab ka sellise pohjaliku t66tluse puhul
eluvdimelisteks. See tulemus on oluline patogeenseid baktereid ja nende ballastveega
transportimise seisukohalt ning vajaks taiendavat uurimist. Kirjanduse andmetel on teada, et
soolebakterid on enamasti keemilistele mdjuritele oluliselt vastupidavamad kui looduslikud
bakteritived.

22



Laev HELGA BULKER, 24.10.2019 Sillamé&e sadamas
Ballastvesi (Kattegat, psu 6,2-7,0), WTR (nr.1) ja WTL (nr.2) - to6tlemata

Joonis 9. Laeva HELGA BULKER (Sillaméae sadam, 24.10.2019) kahest t66tlemata merevett
sisaldavast ballastvee mahutist (nr.1 ja nr.2, Glemine fotoseeria) ja kahest kahekordse to6tluse
(UV+NaHSO.) labinud ballastvee mahutist (nr.3 ja nr.4, alumised fotod) voetud veeproovide
epifluorestsentsmikroskoopilise uuringu tulemused. Ulemistel fotodel on Kattegatist parit
merevesi, mis mikroorganismide liigiliselt koostiselt erineb Laanemere veest, kuigi ballastvee
proovide soolsus Laanemere soolsusest ei erinenud.

3.4 Sekveneerimisandmete anallils

lllumina platvormil mass-sekveneerimise tulemusel saadi ~8 Gb andmeid, mis seejarel labisid
bioinformaatilise t66voo. Peale kvaliteedikontrolli jai alles 582 024 unikaalset lugemit, mis
grupeeriti jarjestuse 97% sarnasuse alusel 51 580 OTUks. Nende vérdlemisel SILVA
andmebaasiga, oli vdimalik taksonoomiline kuuluvus maarata 51 336 OTUIe. Lisaks eemaldati
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OTuUd, millel esines vaid 1 lugem, jattes edasiseks analllsiks 32 734 OTUt. Selline
ldhenemine vdimaldas luua tabeli proovides esinenud liigilise mitmekesisuse ning nende
suhtelise arvukuse kohta.

3.5 Proovidest leitud mikroobikoosluste uldiseloomustus

Mikroobide liigirikkus erinevatest asukohtadest parit ballastvee proovides on naidatud joonisel
10A. Liigirikkuse hindamiseks arvutati Chao indeks (liigirikkuse hinnang), mis ennustab
tegelikku liigilist mitmekesisust proovides. Jooniselt 10A naeme, et suurem liigirikkuse
varieeruvus esineb eelkdige Pdhjamere (UV-t6ddeldud) proovides, Atlandi ookeani (UV-
téddeldud kahtlastes) ballastproovides ning Muuga sadama proovides. Need tulemused
vitavad eelkdige liikide arvu muutlikusele UV-t66deldud ja UV-tdéddeldud kahtlastes
proovides. Samas on liigirikkuse tase uldjoontes koikides proovides, ka UV-t6oédeldud
proovides, sarnane ning pigem kérgem kui proove oli sellest kohast kogutud, suurem nagu
Muuga sadam ja P&hjamerest parinevas ballastvees.

Seejarel vaadeldi |dhemalt erinevatest asukohtadest péarit ballastvee tuumkooslust (core
cummunity, joonis 10B), mis kirjeldab mikroobikoosluses enamesinenud taksoneid. Joonisel
11B on valja toodud enamesinenud bakterite seltsid ning nende suhteline arvukus vastava
asukoha ballastvee proovides. Muuga sadama tuumkooslus sarnanes kdige enam
Laanemere ja Kattegati ballastvee tuumkooslustega, sisaldades enim seltside Microtrichales,
Frankiales, Flavobacteriales ja Corynebacteriales esindajaid. Samuti erines Muuga sadama
tuumkooslus Laanemere omast vaid Campylobacteriales seltsi bakterite arvukuse poolest.
Kadige enim eristusid aga P6hjamere ja Atlandi ookeani ballastvee tuumkooslused, kus Atlandi
ookeani ballastvees oli domineerivaks seltsiks Campylobacteriales ning Pdhjamere
ballastvees esines arvukalt Enterobacteriales esindajaid.

Pibjames Alkandi aokesn Lsdnemen Muuga sadam Kallegat
10000 0
" .
—
500 - [V | Bakberin ity
Actinamanraloc Flanclomyootakos
W A3 Pagidcenanadalis
Burknolderiales Puriceispinllakes
B Campylobactersies. [l Rhizobiales
0 [T Rhodabactiaios
= Chihoniobacierales — Rhodospiilalos
H - B Corry L Rulbrobae
D00 - & B Cytophagales W SERT1 cack
. g "o Codabacionaloc B Sphingomanadalos
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Liigirikkuse hinr ang

Joonis 10. Mikroobikoosluste liigirikkus (paneel A; vasakul) ja tuumkoosluste taksonoomiline
koosseis seltsi tasemel (paneel B; paremal).
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3.6 Mikroobikoosluste erinevused soltuvalt UV todtlusest ja
geograafilisest paritolust

Koosluste erinevusi anallusiti detailsemalt kasutades mitmemdodtmeliste andmetele sobivat
statistilist anallitisi. Naiteks ordineerimine vdimaldab visualiseerida erinevate proovide
grupeerumist, nagu on naha joonisel 11 (NMDS joonis).

A Todtlus A Soolsus
4 1b6tlemata A
4 ® sadam A <10
UV-to6tius kahtlane

® 28
® UV oodeidud 10-28

A Proovi péaritolu

A ® Atland-Pohjamerl
Atlay okean

W Laanemer|
Muuga sadam
- Atlandi idaosa
& Kattegat

¥ Aflandi keskosa
# Atlandi pojacsa
A Pghjameri

[Komponent 2 [8%)
*
Komponent 2 [8%)]

A
A

0.2 0.0 0.2 0.2
Komponent 1 [13.5%] Komponent 1 [13.5%)]

Joonis 11. Mikroobikoosluste mitteparameetriline ordinatsioonanalius (NMDS). Sumbolid
maaravad ballastvee paritolu ja varvid vastavalt t66tlust (vasakul) voi soolust (paremal).

Erinevate gruppide seoseid teiste tunnustega (ballastvee paritolu, soolsus, eelt6étlemine voi
selle puudumine) anallUsiti mitteparameetrilistele ja mitmemaddtmelistele andmetele sobiva
mitteparameetriise PERMANOVA testi abil (Tabel 1). Proovide jaotumine ordineerimise
ruumis jargib eelkdige proovi paritolu ning sellega seotud soolsuse taset. Ballastvee UV-ga
tootlemise moju selgelt valja ei joonistu.

Tabel 1. PERMANOVA analuusi tulemused (VA- vabadusastmete arv, Rs- ruutude summa).

Testitud tunnus VA Rs Keskruut F R? Pr(>F)
Too6tlus 4 3.59 0.898 3.220 0.166 0.001
Asukoht (paritolu) 4 2.62 0.655 2.349 0.121 0.001
Soolsus 2 1.09 0.546 1.956 0.050 0.001
Tod6tlus x Asukoht 1 0.63 0.629 2.254 0.029 0.001
Tootlus x Soolsus 2 0.92 0.458 1.642 0.042 0.003
Residuals 46 12.83 0.279 0.592

Total 59 2169 1

Siiski on statistilise analtitsi tulemustest naha, et UV-tdétlusel on oluline méju. See tulemus
saadi aga alles peale seda, kui kahtlased UV t66tlusega ballastvee proovid eristati tegelikest
UV téotlust saanud proovidest. Enne seda oli to6tluse efekt korrelatsioonikordaja R?=0.103.
Tugevam mdju bakterite koosluse struktuurile oli proovide paritolul.
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3.7 Liikide Ule- ja alaesindatatus P6hjamere erineva tootluse labinud
proovides

Pdhjamere ballastvee koosluste vahelised erinevused Uksikute OTUde Ule- vbi alaesindatuse
naol erinevate to6tluste vahel on ndhtavad vulkaani diagrammidelt (joonis 12). Valja on toodud
diagrammid just Pdhjamere kohta, kuna sellest asukohast vdeti kdige enam erineva
tootlusega proove ning seetdttu oli ka vdimalik td6tluste vaheline vordlus. Jooniselt 12 ndeme,
et UV t66tluse puhul puuduvad lleesindatud OTUd ning UV téétluse Iabinud ballastvee
mikroobikooslus varieerub pigem vastavalt proovi paritolule voi laevale (joonis 10B). Lisaks
naeme jooniselt 12, et P6hjamere to6tlemata proovides esinevad moned sellele iseloomulikud
taksonid (nt Flavobacteriales, SAR11 clade, Thiotrichales), mis jaid alles ka peale “UV-t66tlus
kahtlane” proovide eemaldamist (joonis 12B).

Paohjamere todtlemata ballastvesi Pdhjamere thdtlemata ballastvesi
Thisgicssiee:

Pahjamere UV-todeldud Pohjamere UV-tdadeldud
ballastvesi ballastvesi

-log10;P.Valus)
—log10(P. Valus)

10gFG
IogFC °d

Joonis 12. Uksikute bakteriliikide kvantitatiivne (le- ja alaesindatus P&hjamere ballastvee
proovides (nn volcano plot). A paneel (vasakul) tahistab OTUde esinemist UV t66tluse Iabinud
ja téotlemata proovide vahel (“UV téo6tlus kahtlased” proovid sisalduvad UV t66tluse grupis);
B paneel (paremal) nditab OTUde esinemist to6tluste vahel peale “UV t66tlus kahtalsed”
proovide eemaldamist.

3.8 Mikroobikoosluste aastaajaline muutlikkus

Aastaaegade vaheldumise t6ttu muutuvad ka merebakterite kooslused, mis sdltuvad vaga
paljudest teguritest. Laanemere bakterite aastaajalist muutlikkust on kull varasemalt
kirjeldatud (Andresson et al 2010), aga see sdltub palju konkreetsest asukohast ja ka vaatluse
all olevast aastast. Antud uuringus ei olnud mikroobikoosluste aastaajalise muutlikkuse
hindamine eesmargiks ja puudus ka vdimalus erinevate ballastvee allikate aastaajalisi
muutusi anallilsida, samas on oluline seda arvestada. Muuga sadama bakterikoosluse
muutlikust illustreerib joonis 13. Kuigi enamus proove on kogutud jahedamal perioodil (stgis
2019 ja talv-varakevad 2020), on naha, et kooslus muutub ajas palju. Seetéttu mdjutab
aastaaeg ka ballastveega sisse toodud bakterite ellujaamist ning edasist levikut.
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Joonis 13. Bakterikoosluse aastaajaline muutlikkus Muuga sadamast kogutud proovides.

3.9 Potentsiaalselt patogeensed bakterid

Klassifikatsiooni alusel anallusiti mikroobikooslustes potensiaalste patogeenide esinemist
ballastevee ja referentsproovides. Tuvastati 1260 OTUt, mis kuulusid patogeene
sisaldavatesse perekondadesse (joonis 14). Nendest osad perekonnad omavad ka
merekeskkonnale tavaparaseid mitte-patogeenseid liike, naiteks Acinetobacter,
Flavobacterium, Shewanella ja Vibrio. Suurem osa Flavobacterium likidest on
mittepatogeensed ja selle perekonna esinemine meres on vaga tavaparane. Eriti tduseb
nende arvukus fltoplanktoni ditsengute ajal, sest neil on oluline roll vastava biomassi
lagundamisel (Mihlenbruch et al., 2018). Seetbttu jaeti see perekond jooniselt 13 valja.

Patogeenne sisaldavad perekonnad olid arvukad ka UV-t6é6deldud proovides. Pdhjamerest
parineva ballastvee puhul esines neid perekondi t66deldud proovides suhteliselt rohkem kui
tootlemata ballastvees. Kuigi need bakterid ei ole enamuses suure tdendosusega
patogeensed, voib nende andmete alusel jareldada, et nendesse perekondadesse kuuluvad
bakterid suudavad UV tddtluse ule elada. Suurem suhteline arvukus ei tdhenda, et neid
baktereid on numbriliselt rohkem kui té6tlemata ballastvees, aga tdenaoliselt suudavad need
perekonnad UV tdétluse edukamalt lle elada vorreldus teisete mereliikidega. Samuti vbivad
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ballastvee mahutis valitsevad tingimused olla neile sedavord soodsad, et nad suudavad
ballastvee mahuteid edukamalt koloniseerinud kui teised liigid.

Atlandi ookean Kattegat Laanemeri P&hjameri Referents
0.15- 0.06- = Perekond
E— Acinetobacter
0.0015- e 0.04- W Carnobacterium
— Chiamydia
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Joonis 14. Potentsiaalselt patogeensete bakteriperekondade suhteline hulk erinevates
proovirihmades.

Nendest 102 OTUt olid patogeensete mikroobide mdistes suhteliselt arvukad ehk panustasid
rohkem kui 0,1% kooslusest vahemalt Ghes proovis. Neid OTUsid filtreeriti omakorda
Genbank andmebaasi lahimate vastete alusel ning eemaldati grupid, mis omasid suurimat
sarnasust keskkonnast (meri, jarved, muld) parinevate bakterite 16S rRNA geenijarjestustega,
mislabi eemaldati 50 OTUt. Nende OTUde hulka kuulusid ka joonisel 15 suure fraktsiooni
panustanud Acinetobacter, Mycobacterium ja Vibrio esindajad. Kdll jaeti sisse OTUd, mida
vlis seostada saastunud keskkonnaga, naiteks reovesi, tugeva antropogeense surve all
olevad j0ed ja naftareostusega merevesi jt.

Ka Ulejddnud 52 OTU hulka kuulusid taksonid, mis esinesid arvukalt sadamavees (eriti
Flavobacterium) ja suure tdendosusega patogeensed ei ole (joonis 15). Yangtze Dignity
ballastvee proovides esinesid korduvalt ja arvukalt Shewanella esindajad ning nende lahim
fulogeneetiline afiliatsioon kuulus nafta reostusega seotud isolaatidega, mis vdib viidata
reostusele ballastvee tangis. Sarnane seis esines Cape York ballastvee proovis, kus arvukalt
esinev Acinetobacter on suure tdendaosusega alkaane lagundav bakter.

Laeva Saga Enterprise ballastveest tuvastatud Neisseria, Staphylococcus ja Streptococcus
esindajad on ldhedased inimese mikrofloora liikide ja haigustekitajatega. Sellelt laevalt koguti
proove mitmel korral (UV t66tlus kasutusel) ja neid potensiaalselt ohtlikke baktereid esines
seal korduvalt, mis viitab asjaolule, et nad on puUsivalt vastava ballastvee mahuti
koloniseerinud; pusides selle vee, sette vdi biokile kooslustes.
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mittetdddeldud ref U Uv* NaH

OTU_760 - Acinetobacter; HL281545- - - T L
OTU_1945 - Acinetobacter; GU356159 - -

OTU_633 - Acinetobacter; HL746653 = - T . - . I
OTU_1044 - Acinetobacter; AJ296557 - = @ 8 s 8 [+] @ - . L]
OTU_82 - Acinetobacter; HLE56642 - = - L — L] (] ] L] s .

OTU_2986 - Legionella; JX105684 - -
OTU_2989 - Legianella; JQBO0734 - - L
OTU_3353 - Legionella; KC620630- - = - . . . - | S WL S S —— -
OTU_1928 - Legionella; JQOO4011 - T . . . e e p— o
OTU_516 - Legionella; FI382104 -
OTU_721 - Legionella; DQH04921 -
OTU_Z222 - Serratia; JXS84117 = ~ T .
OTU_2992 - Shewanella; KH375110- + = - . - - LIS S, S S - - s ® -
OTU_1512 - Shewanella; KF798447 = « - . (R coe . . h ! ® - ™
OTU_527 - Shewanella; KF146543 - - 3 .
OTU_13172 - Shewanella; KF356206 - - - T T . . . s
OTU_1472 - Shewanella; KF146542 - -
OTU_13186 - Shewanella; KF356208 - - T . — .
OTU_314 - shewanella; AJ967027 - - - T = - ® + @ = = = = @ = C "
OTU_177 - Shewanella; EF105399- - - . . . - LS S - - il
OTU_267 - Shewanella; FN295750- - = - . - . 1 S S S S —
OTU_94 - Shewanella; KH375117 - « = - - . . e . . .
OTU_1666 - Hoemophilus; KH180502 - - - - - - . . e e - ™
OTU_37 - Salmonella; KH702881 - - - . - . - . i L G S gy S B
OTU_32 - Escherichia-Shigella; CGLIO1000062 - - - . e = e - = - @
OTU_554 - Rickettsiella; JF228235 - - T . e e e
OTU_7589 - Neisseria; JF233749 - - N L
OTU_23 - Staphylococcus; JNGS2877- -+ - . - S S S T s
OTU_1376 - Mycoplasma; JQZ69320 - . a
OTU_G08 - Mycoplasma; HEG48941 - [ ] - s .
OTU_423 - Sireplococcus; HLZE3346- =« . . . L - - ® - o« P
OTU_511 - Srreplococcus; GYG36537- = - T - @ - . ® - - = - = .
OTU_589 - Enterococcus; AF395325- -« v - - - o @ -8 - = -8
OTU_3054 - Flavobacterium; JF223139- - - - . e . .
OTU_2979 - Flavobacterium; FR774621- - - - . . . .S, S S S S S S S LI
OTU_2352 - Flavobacterium; KF441555 - - - . 11 I L
OTU_2398 - Flovobacterium; JF231874- - - - v Y . - -8
OTU_8785 - Flavobacterium; GQO22362- - - - . . . s
OTU_436 - Flavobacterium; KC002473 - . . -
OTU_954 - Flavobacterium; GX816834 - = . . PR — ® .
OTU_809 - Flavobacterium; FQGE58853 = - = - . . . -9 000
OTU_429 - Flavobacterium; JE116124 - - .
OTU_71@ - Flavobacterium; JN232899- = = . - -8 "
OTU_357 - Flavobacterium; MG763158 - - - . . . . .
OTU_I73 - Flavobacterium; GUS30759= - =
OTU_199 - Flavobacterium; HM264555 - -
OTU_357 - Flavobacterium; JEI44531 = «
OTU_6564 - Mycobacterium; ELU234319 -~

Paritolu

Atlandi ookean

Atlandi-Pahjameri
Ida-Atlandi ookean
Kattegat

Kesk-Atlandi ookean
Laanemeri
Pohja-Atlandi ookean
Pahjameri

@  Ref.-sadam

Suhteline
arvukus

0%

0.5%
1%

5%

®
O

»

O 10%

2 8 » =
T TET

LI

OTU_1290 - Mycobacterium; JF204207 - - T T
OTU_291 - Mycobacterium; JX105533 - - - @ oo @O -~ = o ® = - ]
OTU_10159 - Mycobacterium; EUZ34319 - . @

20 o008 @ 9@

..\
.

OTU_4643 - Carynebacterium; HQG16235 -

s w«“ ﬁ @9:@ ﬁw‘”é‘@% &&h}‘ ;l;éf& & g‘%ﬁf' o
Cé‘g 03\\ ng = "ﬁé,@?é”b

19
ac

Joonis 15. Potentsiaalselt patogeensete OTUde esinemine erinevate laevade ballastvee
tankides. UV* - madal UV t66tlus. NaH - UV + NaHSO..
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4. Praktilised soovitused

Kasunduslepingus oli ettenahtud proovide kogumine eri liiki/suurusklassi laevadelt Eesti
suurimatest sadamates: Tallinna Vanasadam, Muuga sadam, Sillamae sadam ja Paldiski
sadam. Kuna Laanemerest valjastpoolt tangitud ballastvett esineb vaid suurtes kaugsoidu
laevades, siis sai ka ballastvee proove koguda suurtelt kaubalaevadelt, mis lastisid oma
laadungi maha ja votsid uue peale valdavalt Muuga ja Sillamde sadamas. Tallinna
vanasadamas kaubalaevad ja tankerid ei maabu, mistottu jai selle sadama kilastamine ara.
Paldiski sadamas peatuvatelt laevadelt ballastvee proove koguda on keeruline, kuna
takistuseks saab laevade luhiajaline viibimine sadamas ja sellest tulenev soovimatus
vborastega tegeleda (laevakapten ei anna laeva kilastamiseks ndusolekut). Silmas peab
pidama, et keeldumise pohjuseks saab olla ka liiga hiline kilastussoovist teatamine. Lisaks
ajanappusele vdivad proovivotust keeldumise pohjuseks olla ka lossimise ja laadimistédde
tédohutuse nduded, mis ei soosi korvaliste isikute viibimist kail ja laevadekil véi muud
ebaselged pdhjused.

Kasundusleping nagi ette ballastvee proovide kogumist sadamas peatuvatelt laevadelt enne
ja parast ballastvee valjutamist. Seda Ulesannet ei dnnestu reaalelus taita, kuna selle
Ulesande taitmine nduaks pikka vdi korduvat laeval viibimist ja pidevat sekkumist laevatddsse,
mis ei olnud kdesoleva uuringu raames teostatav. Samuti polnud véimalik ballastvee proove
koguda erineva suurusega laevadelt nagu t6d6leping eeldas, kuna vaikesed ja suur osa
keskmistest laevadest tegutseb Uksnes Laanemere piires (uurida tuli ennast valjaspool
Laanemerd ballastinud laevu). Seetdttu tuleb ballastvee proove koguda vaid suhteliselt
suurtelt laevadelt, mille DW on tle 30000 tonni ning ballastvett rohkem 1500 m3.

Lisaks laeva suurusele on oluline, millist ballastvee kaitlemise kava jargitakse. Uuemad laevad
(néit. 2016.a. ehitatud Medi Atlantica, 2017.a. ehit. Mordmosel, 2017. a. ehit. Interlink Nobility,
2017.a. ehit. Helga Bulker; 2019.a. ehit. Port Imabari) olid ballastvee proovide
nduetekohaseks votmiseks tehnika ja vahenditega oluliselt paremini varustatud kui enam kui
kiimme aastat tagasi ehitatud alused (néit. 2001.a. ehit. Montrose, 2001.a. ehit. Cape York,
2004.a. ehit. African Ibis). Suurema mahuga mikrobioloogiliste proovide vétmiseks on
vanematel laevadel voimalik kasutada ballastvee mahuti kohal dekile avanevat luugiga
suletavat ventilatsioonikaevu, uuematel laevadel on mootoriruumi valja ehitatud ballastvee
proovide vétmine kraani kaudu torude sisteemist (in-line).

Kuna praegu kehtib konventsiooni taitmisega seotud jarelevalve katseaeg (laevu
konventsiooni rikkumise eest praegu veel ei karistata) on soovitatud proovivétu kogemuse
saamiseks igal liikmesriigil katsetada vodimalusel erinevaid ballastvee proovivotu ja
anallitisimise tehnikaid ning protseduure, valida neis tdhusamaid ja jagada oma kogemust
teistega.

Kaesolevas uuringus on kasutatud epifluorestsentsmikroskoopililist ja molekulaargeneetilist
uurimismeetodit. Neist esimest vdib pidada klassikaliseks, teist suhteliselt uueks ja kiiresti
arenevaks. Kumbagi meetodit pole seni rutiinses ballastvee kontrollis kasutatud, kui siis
Uksnes teaduslikel eesmarkidel. Epifluoressentsmikroskoopia on tavalise mikroskoopia
edasiarendus ning sobilk meetod mikroorganismide kogumi  fenotlulpiliseks
iseloomustamiseks, arvukuse ja biomassi maaramiseks. Molekulaargeneetilised meetodid
(sekveneerimine) véimaldab organisme genoomi pdhiselt identifitseerida ja sellest tulenevaid
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omadusi iseloomustada. Koos kasutamisel on need meetodid teineteist taiustavad ning vaga
informatiivsed. Mikroskoopilist analtusi (vaatlust) on suhteliselt lihtne labiviia: proovi maht on
vaike, seda saab kohapeal fikseerida, mistdttu proovid sailivad pikalt muutumatuna.
Veeproovist mikroskoobi preparaadi valmistamine votab aega 15-20 minutit.
Epifluorestsentsmikroskoopliine meetod on paindlik ning vdimaldab Kkiiresti visuaalsete
tunnuste alusel eristada tootlemata merevett t6ddeldust, ning merevees leiduvate
organismide koosluse alusel (tUupliikide alusel) ka Ghe veekogumi vett teise veekogumi veest
(nait. Atlandi ookeani vett Laanemere veest). Samuti on spetsiaalseid nulleiinhapete
markervarve (AO) kasutades hinnata vees leiduvate mikroorganismide elulisust. Selgus, et
UV-tootlemise kaigus oksudeeritakse vees leiduv partikulaarne detriit amorfseks orgaanikaks
ning tapetakse valdav osa flitoplanktonist, ellu jaab osa bakteritest ja algloomadest (eelkdige
ripsloomad).

Viimastel aastatel on Gha enam ballastvee uuringutes kasutatud molekulaarsete metoodikaid
ning see on esile toonud sellise lahenemise suure potensiaali vastavaks seireks (nt Darlinga
ja Frederick, 2018). Molekulaargeneetilised meetodid véimaldavad thelt poolt uurida terveid
elusorganismide kooslusi (st mitte ainult mikroorganisme) ja teisalt analliisida vaga spetsiifilisi
tunnuseid (naiteks patogeenide serotipe). Kaesolevas analluusis kasutati esimest
ldhenemist et saada esialgne lUlevaade mikroobsete koosluste varieeruvusest ning muutustest
Eesti sadamaid kulastavate laevade ballastvees.

Antud uuringus kasutati molekulaarset lahenemist, mis véimaldab saada uldisema ulevaate
mikroorganismide mitmekesisusest uuritavates proovides. Eeldatult olid kooslused erinevad
sOltuvad sellest kust ballastvesi parines (geograafiline asukoht ja soolsus), samuti mdjutas
kooslusi aastaaeg. Ballastvee UV t66tluse moju jai mitmel pdhjusel ebaselgeks, samuti ei saa
vaga tapselt hinnata kui oluliseks patogeensete bakterite allikaks vdib laevade ballastvesi olla,
kuna kasutatud metoodika ei vbimalda tapselt maarat millised tived omavad virulentsust.
Siiski viitab tehtud uuring hetkeseisus UV t66tluse madalale efektiivsusele, mis voib olla
tingitud ka sellest, et tingituna kohustuse puudumisest ei viidud ballastvee to6tlust
nduetekohase rezhiimis ja voimsusega. UV-tooétlus, et see ka reaalsuses toimiks, on vaga
energiakulukas (see oli ka Uks UV-to6tluse mitterakendamise pdhjendus laevameeskonna
poolt) ning tuleks mdelda alternatiivsetele meetoditele. Arvatavsti annaks parimaid tulemusi
mitme erineva meetodi kombineerimine. UV-t66tlusest efektivsem oleks kindlasti
osoneerimine. Praktilise proovivotu kaigus ja saadud andmete alusel saab 6elda, et oluline on
ka ballastvee tankide korraline hooldamine, mis hélmaks mahuti taielikku tihjendamist, sette
eemaldamist ja pindade puhastamist. Selle abil saaks valtida olukorda kus ballastvee mahutid
funktsioneerivad  mereorganismide ja  bakterite = kasvatamise “inkubaatoritena”.
Toitaineterikkas keskkonna voivad ellujgédmise eelised saada ka potentsiaalselt ohtlikud
mikroorganismid ning toimuda patogeensete geenide horisontaalne transport - tekkida
ebatllpiliste tunnustega haigustekitajad. Sellest aspektist on eriti ohtlik ballastvee td6tlemine
ballastvee mahutite taitmisel, sissepumpamisel, mille tulemusena tagundatakse vees leiduv
materjal kergesti omastavateks toitaineteks.
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Kokkuvotteks soovitame edasiste uuringute planeerimisel arvestada:

- erinevatel viisidel kogutud vaikesemahuline ballastvee proov ei pruugi olla esinduslik,
et kirjeldada kogu mahutit, selle pdhjas leiduvad settekihti, tangi seintel leiduvat biokilet
ning ballastvee erinevaid kihte. Seetbttu tuleks leida voimalused kogutavate proovide
diapasooni laiendamiseks;

- Taksonoomial péhinev metoodika ei suuda tuvastada bakterite patogeensust, selleks
tuleks labi viia kogu mikroobse koosluses leiduva geneetilise materjali analtds (ingl.
shotgun metagenomics) et oleks vdimalk leida virulentsete geenide sagedust;

- viiruste uurimiseks sobib samasugune eelpool viidatud metoodika, viiruste fraktsioon
tuleb siiski eraldi valja filtreerida;

- raku ja viiruste vabast filtraadist saab uurida keskkonna DNA jarjestusi, mis annab
Ulevaate koikide veeorganismide (plankton, kalad jne) jalgedest ballastvees. See
vBimaldab hinnata Uhest kiiljest ballastvee voorliikide sissekande ohtu, teisest kiiljest
tapsustada ja kontrollida ballastvee paritolu;

- ballastvee t66tlemise jarelvalveks on sobilik kasutada fluorestsentsmikroskoopiat;

- konventsioonis néutud uhe patogeense (Vibrio cholerae) ja kahe fekaalse indikaatori
(Escherichia coli, soole enterokokid) olemasolu tuvastamiseks ballastvees on turul
saadaval spetsiaalsed portatiivsed testikomplektid, mis on kasutatavd vahetult peale
proovide votmist laeval. Nende kasutamist tuleks katsetada ja nende sobivust
taiendavalt valideerida. Selline testikomplekt korvaldaks statsionaarse labori teenuse
kasutamise vajaduse, mis kaesoleva projekti raames osutus vaga keeruliseks.

- edasised uuringud peaksid hdélmama lisaks  mikroorganismidele  ka
suuremamodduliste  voorliikide (zooplankton, futoplankton)  tuvastamise
metodoloogilisi ja tehnoloogilisi katsetusi koos laevade proovivétuvalmiduse
uuringuga.
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Lisad

Lisa 1 Konventsiooni reeglis D-2 satestatud nduded merre suunatavale ballastveele

(MEPC 65 (13 to 17 May 2013) approved the Guidance on ballast water sampling and

analysis for trial use in accordance with the BWM Convention and Guidelines (G2), as
agreed by BLG 17 (4 to 8 February 2013)

Name Size D2 standard How to detect them
Bacteria <10 ym Less than 3 CFU Bacteria can only be identified by
(Colony forming units) | growing them ("colonies") in
per milliliter of water. | Petri boxes or equivalent. Small
sample but several hours or even
days are necessary.
Phytoplankton >10um | Lessthan 10 viable Phytoplankton or Algae uses
<50 um | organisms per milliliter | chloro-phyll like other plants. In
of water. dead organisms the chlorophyll
degrades rapidly. A small sample
can be tested in a matter of
minutes using fluoroscopy.
Zooplankton >50 pm Less than 10 viable A large quantity of water (typ. >
organisms per cubic 1/2 m3) must be filtered and the
meter of water. living or viable organisms
identified from the dead/non-
viable. Needs several minutes of
pumping, laboratory tools and
gualified personnel. Some
organisms may have been killed
during pumping or transportation
making the detection less
accurate & reliable.
Phytoplankton <10 ym Not covered. A future evolution of the Ballast

Water Convention will probably
include those, similar to the
bigger ones.
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Lisa 2 Kiilastatud laevade iseloomustus suuruse ja kandevéime jargi.

Laeva | Arv | Laevanimi | Ehitus | Laeva tiiiip | Lipu riik Laeva | Laeva
DWT, t -aasta pikkus x | DWT, t
vahemik laius, m
>60 tuh. 2 | Medi Atlantico | 2016 | Puistlastilaev | Liberia 199.98 x | 60550
32.26
Port Imabari 2019 | Puistlastilaev | Marshalli | 199.9 x 63475
saared 32
50-60 1 | Providana 2007 | Uld- Singapur | 213 x 32 | 54810
tuh kaubalaev
40-50 1 | Saga 2006 | Uld- Hong 199.2 x 46550
tuh Enterprise kaubalaev Kong 30.6
30-40 7 | Helga Bulker 2017 | Puistlastilaev | Marshalli | 179.97 x | 34483
tuh saared 30
Nordmosel 2017 | Puistlastilaev | Malta 180 x 32 | 38625
Argo B 2010 | Puistlastilaev | Marshalli | 179.9 x 35314
saared 28.4
Charisma GR 2019 | Puistlastilaev | Marshalli | 179.9 x 37295
saared 30
Interlink 2017 | Puistlastilaev | Marshalli | 179.95 x | 38748
Nobility saared 32
African Ibis 2004 | Puistlastilaev | Bahama 177 x 32347
saared 28.4
Yangtze 2012 | Puistlastilaev | Hong 179.9 x 32414
Dignity Kong 28.4
20-30 3 | Cape York 2001 | Uld- Hong 170 x 28 | 28471
tuh kaubalaev Kong
Trapezitza 2004 | Puistlastilaev | Malta 168 x 25 | 21454
Montrose 2001 | Puistlastilaev | Marshalli | 178.4x 27028
saared 26
<10 tuh 1 Fluvius Taw 2000 | Kaubalaev Barbados | 95.0 x 5050
13.2
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Lisa 3. Kilastatud laevad, ballstvee péritolu, soolsu, tédtlus ja bakterite sisaldus (BUA)

Nr|Kuupdev |Loev Sadam |Ballastvee Proov |Soofsus | Proovivdtu koht Tadtlus BUA, Varieer
piéritolu inr psu* rakku/mi |u-vus,
1(13.07.2019|Providana Muuga |PGhjameri 1 29,9 [in-line , WTR puudub 462494 27,6
Pdhjameri 2 27,4 |in-line WTR puudub 880006 23,0
P&hjameri 3 23,7 |in-line \WTL UV-todtlus 410543 27,0
Muuga laht 4 6,1 |referents referents 6262681 17,8
2|13.09.2019|Cape York Muuga |Muugas. 1 4,9 |referents referents 6659919 35,4
Klaipeda s. 2 6,5 |otse mahutist, TBT |puudub 2574763 33,9
Klaipeda s. 3 6,1 |otse mahutist, DBT |puudub 2546887 35,0
Klaipeda s. 4 6,5 |otse mahutist, TBT |puudub 1760013 43,0
3| 04.10.2019|Trapezitza Muuga |Muugas. 1 5,5 |referents referents 1741006 21,4
P&hjameri 2 19,1 |otse mahutist, FPT |puudub 511278 31,8
Pohjameri 3 19,1 |otse mahutist, FPT |puudub 358845 47,6
Atland 4 31,6 |otse mahutist, WT |[puudub 421947 49,1
Atland 5 31,6 |otse mahutist, WT |puudub 793210 82,8
4(24.10.2019|Helga Bulker Sillam&e|Kattegat 1 6,2 |otse mahutist, WTL|UV-t86tl.(?) 1587053 19,7
Kattegat 2 7,0 otse mahutist, WTR|UV-t86tl.(?) 1528132 19,9
Kattegat 3 in-line, PT UV+NaH50, 230455 45,5
Kattegat 4 in-line,, PT UV+NaHS0, 129245 58,4
5(07.11.2019|Medi Atlantico [Muuga [Muugas. 1 5,8 |referents referents 560695 26,9
Atland 2 30,7 |helitorust, WBT3p |UV-tdotlus 539788 77,0
Atland 3 29,7 |helitorust, WBT3s |UV-tootlus 815384 66,6
Atland 4 32,0 |mahutist, WBT5s |puudub 935126 19,7
Atland 5 30,9 |mahutist, WBT p UV-tootlus 148252 71,7
6| 29.11.2019|Nordmosel Muuga |Muugas. 1 6,4 |referents reference 4388470 22,8
Pohjameri 2 8,6 |helitorust, WBT4ps |UV-t6otlus 954132 31,7
Pé&hjameri 3 10,2 |helitorust, WBT2ps [UV-t56tlus A46022 42,9
P&hjameri 4 14,3 |helitorust, WBT1ps|UV-td6tlus 747594 32,7
7| 16.01.2020|Fluvius Taw Muuga |Muuga s. 1 5,3 |referents referents 629119 28,0
Pohjalaht 2 4,5 |otse mahutist, WTR|puudub 973139 42,1
Péhjalaht 3 4,6 |otse mahutist, WTR|puudub 710848 37,4
P&hjalaht 4 4,6 |otse mahutist, WTR|puudub
8(12.02.2020 [Argo B Muuga |Muugas. 1 5,7 |referents referents 292702 38,9
P&hjameri 2 28,7 |rdhuventiilist, DBTpuudub 332616 29,6
P&hjameri 3 31,0 (rdhuventiilist, DBTpuudub 420046 34,3
P&hjameri 4 21,4 |réhuventiilist, DBT4{puudub 575901 23,6
9(17.02.2020 |Montrose Muuga |Muugas. 1 5,6 |reference referents 301572 25,6
Atland, Dakarl 2 32,5 |otse mahutist, TST2|puudub 501775 20,4
Atland, Dakarl 3 32,1 |otse mahutist, TST2{puudub 548658 33,6
Atland, Dakarl 4 31,9 |otse mahutist, TST2 puudub 651293 34,0
10| 28.02.2020|Saga Enterprise |Muuga |Muugas. 1 5,6 |referents referents
P&hjameri 2 29,2 |otse mahutist, 11p |UV-t66tlus
Pohjameri 3 29,5 |otse mahutist, 11p |UV-t66tlus
Péhjameri 4 29,6 |otse mahutist, 11p [UV-t556tlus
11| 09.03.2020|Charisma GR Muuga |Muugas. 1 5,8 |referents Referents
P&hjameri 2 27,8 |helitorust, WBT3p |UV-tGotlus
Pohjameri 3 27,8 |helitorust, WBT3p |UV-tgotlus
Péhjameri 4 27,8 |helitorust, WBT3p |UV-tootlus
12|11.03.2020|Interlink Mobility |[Muuga |Muugas. 1 6,0 |referents referents 547391 21,5
P&hjameri 2 31,6 |otse mahutist, WT4|puudub 420046 14,5
P&hjameri 3 31,6 |otse mahutist, WT4|puudub 355424 22,3
Phjameri 4 31,6 |otse mahutist, WT4|{puudub 387735 24,0
13| 27.04.2020|Port Imabari Muuga |Muugas. 1 5.1 |referents Referents 3307152 28,8
Atland 2 31,9 |[in-line, APT puudub 622467 23,2
P&hjameri 3 29,4 |in-line, WBTS puudub 1099850 25,8
Atland 4 28,9 |in-line, WBTL puudub 694375 20,2
14| 30.04.2020|African Ibis Muuga |Muugas. 1 54 |referents referents 3029655 19,4
P&hjalaht 2 54 |otse mahutist, FPT |puudub 1775218 28,1
P&hjameri 3 27,2 |otse mahutist, WBT|puudub 1144198 44,2
P&hjameri 4 28,4 |otse mahutist, WBT|puudub 1406490 24,8
15| 03.05.2020|Yangtze Dignity |Muuga |Muugas. 1 54 |referents referents 1360874 22,3
P&hjameri 2 8,1 |in-fine, DBT1 UV-tootlus 564497 25,9
P&hjameri 3 8,1 |in-fine, DBT1 UV-taotius 1140397 23,1
P&hjameri 4 8,0 |in-line, DBT1 UV-tootlus 771669 25,1
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