L'inchiesta andata in onda il 13 aprile 2020 ha trattato I'argomento degli alti livelli di
nitrati presenti solo ed esclusivamente nel territorio della Provincia di Brescia,
considerato dalla Regione Lombardia zona vulnerabile e in cui &€ permesso uno
spandimento di massimo 170 chili di azoto per ettaro derivanti dai liquami prodotti
dagli allevamenti intensivi. Le nostre fonti sono state L'Universita di Parma, I'Istituto
Superiore per la Protezione e la Ricerca Ambientale e I'Arpa Lombardia.

Grazie al lavoro svolto dal professor Marco Bartoli, - Dipartimento di Scienze
Chimiche, della Vita e della Sostenibilita Ambientale - Universita di Parma e
Responsabile del Laboratorio di Ecologia Acquatica presso il Podere
Ambolanal, abbiamo documentato che i livelli di azoto trovati sui terreni e nelle falde
della provincia di Brescia nella zona dell'Oglio oltrepassano i 500 kg per ettaro
eccedendo del triplo le quantita ammissibili in un tratto dove non ci sono depuratori e
centri industriali particolari che giustificherebbero questo incrementoz.

Dei dati riportati dal Prof. Bartoli abbiamo chiesto conto durante l'intervista
all'assessore all'agricoltura della regione Lombardia Fabio Rolfi che ha
negato ci sia un problema lombardo, cosa che non abbiamo mai messo in
discussione, senza mai entrare nello specifico sul caso Bresciano da noi
proposto. Di questo abbiamo dato atto nell'intervista con I'assessore senza
alterare minimamente il senso delle sue parole.

Oltre alla problematica relativa all'inquinamento in falda c'eé quella della qualita
dell'aria. Per sviluppare I'argomento abbiamo contattato Istituto Superiore per la
Protezione e la Ricerca Ambientale. A Riccardo de Lauretis (responsabile Ispra
per la realizzazione degli inventari nazionali delle emissioni in atmosfera
trasmessi nell’ambito delle convenzioni internazionali) abbiamo chiesto quale
impatto avessero gli allevamenti intensivi in Pianura Padana.

dalla puntata di report del 13.4.20

LUCA CHIANCA

Se volessimo dare una classifica,gli allevamenti dove li mettiamo per quanto
riguarda l'inquinamento, I'impatto che hanno sull'ambiente?

RICCARDO DE LAURETIS -ISTITUTO SUPERIORE DI PROTEZIONE E RICERCA
AMBIENTALE

Ex equo, il bacino padano ex equo con il trasporto su strada, la combustione
della legna dei caminetti e attivita industriale.

Infine per approfondire I'argomento dovuto all'impatto degli allevamenti sulla
produzione di Pm10 in Lombardia abbiamo intervistato anche Guido Lanzani
responsabile dell'Unita Organizzativa Qualita dell'Aria presso il settore
monitoraggi ambientali della direzione centrale dell'Arpa Lombardia. Il quale
ci ha illustrato come I'ammoniaca presente nei liquami zootecnici dalla stalla, allo
stoccaggio allo stoccaggio fino allo spandimento contribuisce alla formazione

di Pm10 e Pm2.5.

1 (https://personale.unipr.it/it/ugovdocenti/person/17192; https://

www.researchgate.net/profile/Marco_Bartoli)

2 Marco Bartoli.pdf
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Secondo una presentazione da poco pubblicata da Lanzani, “Il solfato ed il nitrato di
ammonio costituiscono anche il 50% della massa totale di PM10 e PM2.5 in aria.
Durante gli episodi acuti tale contributo aumenta superando anche al 50% del totale”3

dalla puntata di report del 13.4.20

LUCA CHIANCA

quanto incide I'ammoniaca che fuoriesce dagli allevamenti nella formazione
del Pm10?

GIUSEPPE LANZANI - ARPA LOMBARDIA
gioca un ruolo sicuramente importante soprattutto nelle stagioni dove lo
spandimento dei reflui e piu importante

LUCA CHIANCA
di mucche e maiali.

GIUSEPPE LANZANI - ARPA LOMBARDIA
si reflui

LUCA CHIANCA FUORI CAMPO

secondo i dati di Arpa, in Lombardia 85 per cento dell'ammoniaca deriva dai
liguami prodotti degli allevamenti e dalle loro analisi 'ammoniaca é uno dei
principali fattori per la formazione del Pm10

LUCA CHIANCA
quello che siete riusciti a osservare e una correlazioni tra lo spandimento e
lI'aumento del pm10

GIUSEPPE LANZANI - ARPA LOMBARDIA

si diciamo che si rileva in modo chiaro che la componente inorganica e
sicuramente maggiore nei periodi in cui é piu alta 'ammoniaca
corrispondentemente sono maggiori le attivita zootecniche di spandimento
dei reflui.

Sempre all'Arpa abbiamo chiesto i dati degli sforamenti di Pm10 nella provincia di
Brescia nel mese di febbraio e successivamente abbiamo ottenuto i bollettini della
Regione, sempre per quel periodo e in quella zona, che autorizzano gli allevatori a
spandere sui terreni liquami nei periodi di blocco invernale. Mettendo insieme i dati
abbiamo constatato che alle autorizzazioni a spandere dal 7 al 10 febbraio corrisponde
lo sforamento dei livelli di Pm10 del 10 febbraio. Le autorizzazioni dal 14 al 17
febbraio sono accompagnate da sforamenti del 16 e 17 febbraio. Ed infine le
autorizzazioni dal 21 al 24 febbraio, hanno nuovi sforamenti intorno al 24 e 25
febbraio 2020.

Solo tre settimane fa, la Societa Italiana di Medicina ambientale in collaborazione con
['Universita di Bologna e Bari, pubblica un position paper dove si ipotizza come il Pm10
abbia aiutato la diffusione del Coronavirus in Pianura Padana e abbiamo intervistato il
presidente e il professore Leonardo Setti del dipartimento chimica industriale
dell'Universita di Bologna.4 Visto il dibattito pubblico che si & acceso sull'ipotesi
avanzata da Sima, abbiamo anche raccolto il punto di vista della Societa Italiana

3 v. allegato ARPA Qualita-dellaria-Lanzani
4 Position-Paper_Sima
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di Aerosol che sostiene che “queste conoscenze sono ancora molto limitate e
cio impone di utilizzare la massima cautela”s.

Su tale Position Paper avevamo chiesto via email un parere per iscritto all'Istituto
Superiore di Sanita che non ha risposto.

Pubblichiamo lo studio cinese da cui prende spunto l'ipotesi dei ricercatori legati alla
Sima in cui I'Universita di Pechino e Shanghai in collaborazione con I'Universita della
California di San Diego ha analizzato tra il 2012 e il 2013 l'aria inquinata di Pechino
isolando 106 campioni di Pm2,5 e Pm10 scoprendo che il 4% delle presenze sul
particolato era formato da virus. &

Inoltre sempre in questi giorni, all’'universita TH Chan School of Public Health di
Harvard i ricercatori guidati da Francesca Dominici hanno scoperto, analizzando 3080
contee negli Stati Uniti, che laddove l'inquinamento & piu diffuso la mortalita aumenta
addirittura, per Covid-19, del 15%7.

Su questo avevamo raccolto il punto di vista dell’Istituto Superiore in conferenza
stampa.

SILVIO BRUSAFERRO -PRESIDENTE ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA
Questo e uno studio assolutamente solido, € uno studio che mette in correlazione,
come abbiamo detto, I'esposizione a Pm 2,5 negli anni tra il 2000 e il 2016 e va a
vedere le aree di diffusione laddove si e verificata mortalita, ma anche diffusione del
Covid. Certamente anche i ricercatori dell’Istituto lavoreranno su questo tipo di
scenario.

5 Nota_Informativa_IAS
6 STUDIO CINESE.pdf

7 https://projects.ig.harvard.edu/covid-pm
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Infine a differenza di quanto diffuso in queste ore da Fabio Rolfi — assessore
agricoltura Regione Lombardia ed Ettore Prandini - Presidente Coldiretti
I'Arpa Lombardia ha realizzato un'Analisi preliminare della qualita dell’aria in
Lombardia durante I'emergenza COVID-198 da cui emerge che, a fronte di una
diminuzione del traffico veicolare, della componente del riscaldamento delle abitazioni
e dell'industria, ci sono stati due episodi in cui il Pm10 & stato molto elevato:

1. EPISODIO 18-20 MARZO 2020
2. EPISODIO 28-29 MARZO 2020

Per poter verificare l'effettiva importanza della componente secondaria e del
possibile contributo del comparto agricolo nei dati di PM10 e PM2.5 registrati in
alcune giornate, I'Arpa ha analizzato i dati di ammoniaca in 3 stazioni della rete
di rilevamento della qualita dell’aria di ARPA: Bertonico, in provincia di Lodi, in
un territorio interessato dalle emissioni derivanti da agricoltura e zootecnia; Corte de’
Cortesi, in provincia di Cremona, in diretta prossimita di un‘azienda suinicola; Milano
Pascal, in citta.

“Le figure 4. 1 e 4 2 (neIIo studio ndr) eV|den2|ano in modo chlaro vanr| di

giorni dal 18 al 20 marzo quando sono stati osservati superamenti
generalizzati delle concentrazioni di PM10, tra i piu alti registrati negli stessi

giorni negli anni precedenti. Tali concentrazioni sono state ovviamente piu
alte a Corte de’ Cortesi, intermedie a Bertonico e ben inferiori a Milano".

Risulta evidente l'influenza dell'ammoniaca contenuta nei liquami nella formazione del
Pm10. Milano infatti ha concentrazioni piu bassa perché piu lontana dalle zone degli
allevamenti intensivi.

8https://www.arpalombardia.it/sites/DocumentCenter/Documents/Aria%?20-
9%20Relazioni%20approfondimento/Analisi%20preliminare%20QA-COVID19.pdf
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In diversi bacini idrografici all’'interno del bacino del Po (Mincio, Oglio, Adda e Ticino) sono stati effettuati
bilanci di massa dell’azoto utilizzando dati ufficiali relativi alle consistenze zootecniche, all’'uso dei
fertilizzanti di sintesi e alle rese colturali. Un bilancio di massa ¢ il confronto tra gli apporti (fertilizzanti
organici e di sintesi, azoto fissazione biologica) e le rimozioni (quanto viene assimilato dalle colture o
guanto viene perso in atmosfera). Se il bilancio & in equilibrio il rischio di contaminazione delle acque
superficiali o di falda & minimo, se il bilancio € positivo gli apporti superano la domanda e I'eccesso di azoto
puo inquinare le acque superficiali e profonde. | diversi bilanci indicano che il bacino del fiume Oglio
sublacuale (che ospita comuni delle province di Brescia, Bergamo, Cremona e Mantova) € quello
caratterizzato dall’eccesso maggiore di azoto. Nella tabella é riportato il bilancio di massa effettuato con il
dataset pili recente (2014). La mole di dati necessaria per questi calcoli € considerevole e gli stessi non sono
aggiornati annualmente, vanno considerati quindi come dati recenti.

| dati sono espressi in tonnellate di azoto per anno:

OGLIO
Reflui zootecnici 48465
Fertilizzanti sintetici 22764
Fissazione biologica 10272
Deposizioni atmosferiche 2107
Z input 83608
Asportazione delle colture 45457
Denitrificazione nei suoli 7123
Volatilizzazione di NH3 7541
% output 14793
Bilancio 23489

Questo bacino idrografico ha una eccedenza azotata stimata in circa 24000 tonnellate per anno.
La voce dominante tra gli input € rappresentata dai reflui zootecnici (57%).

Il fiume Oglio nello stesso anno ha veicolato al Po circa 30000 tonnellate di azoto, addirittura superiori al
surplus stimato. Questo indica che i dati di bilancio (il surplus) sono probabilmente sottostimati.

L'apporto civile, non riportato, & dell’ordine del 5% rispetto ai carichi riconducibili alle attivita agricole.
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Qualita dell’aria ed agricoltura

Guido Lanzani

Resp. U.O. Qualita dell’Aria
Settore Monitoraggi Ambientali
ARPA Lombardia
g.lanzani@arpalombardia.it




Il bacino padano

e La pianura padanae
chiusa su 3 lati da
montagne

e Le condizioni
meteorologiche sono
spesso sfavorevoli alla
dispersione

e |l ristagno degli
inguinanti sul bacino
rende poco efficaci le
azioni locali mentre e
necessario agire su
tutta la pianura

: e Particolarmente
5 importante sono le
. reazioni tra le sostanze
presenti nel bacino

-"i,

MODIS il 17 marzo 2005 [Text and #fhge courtesy of NASA's MODIS Land Rapid RESpon

\?P/ R Qualita dell’aria e agricoltura,
e e Guido Lanzani, 14.2.2020
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PM10 — numero giorni superamento 50 pg/m3 anno 2019

e Sopra il limite in numerose stazioni della Lombarda, benché in un trend di
progressivo miglioramento su base pluriennale
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Emissioni di ammoniaca ed impatto sulla qualita dell’aria
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\?P/ Yoo Il solfato ed il nitrato di ammonio costituiscono anche il 50% della massa totale di PM10 e PM2.5 in aria

b g o e e Durante gli episodi acuti tale contributo (in azzurro e blu) aumenta superando anche al 50% del totale.



PM vs "Secondario inorganico”
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\?PA Durante I'episodio critico, il contributo di solfato e nitrato di ammonio (secondario inorganico) cresce
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it s SUperando anche il 50% del totale di PM10 nelle giornate con le concentrazioni piu alte. |



PM10 — L'importanza del secondario inorganico
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Milano composizione di PM
Media annuale — stazioni di background

PM10 PM2.5

2% cop 2%

| Secondary
Organic

Secondary
Inorgani

29% B Primary Organic
+EC
# Mineral Dust

32% Sea Salt

Da: AIRUSE LIFE+ project

36%

\?P/ La parte di secondario inorganico deriva da reazioni tra ossidi di zolfo,
LN ossidi di azoto ed ammoniaca -



Le emissioni per macrosettore in Lombardia

M acrosettore NOX NH, PM10
Produzione energia e raffinerie 5% |001%| 1%
Riscaldamento 9% 02% | 43%
Combustione nell'industria 17% | 04% 9%
Processi produttivi 1% |[004%| 3%
Uso di solventi 0,05% | 0,1% 6 %
Trasporto su strada 54 % 1% 25 %
Altre sorgenti mobili e macchinari 11 % 3%
Trattamento e smaltimento rifiuti 3% 0,2.%
Altre sorgenti e assorbimenti 0,1 % 0- %

Lombardia Settore Monitoraggi Ambientali.

Qualita dell’aria e agricoltura,
Guido Lanzani, 14.2.2020
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Le emissioni per macrosettore nel bacino padano

Settore NOXx NH; PM10 | NMVOC
Primario
Produzione di energia e raffinerie 6% 0% 1% 0%
Combustione residenziale 9%
Combustione in ambito industriale 15% 4% 1%
Processi produttivi 3% 3% 4%
Estrazione e distribuzione carburanti 0% 0% 2%

Uso dei solventi

Trasporto su strada

0%

13%

5%

Altre sorgenti e assorbimenti

Agricoltura 1%

0%

o |

Altre sorgenti mobili 0% 4% 1%
Trattamento e smaltimento rifiuti 1% % 0% 0%
N

4% 22% |

Guido Lanzani, 14.2.2020
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Densita di emissione di ammoniaca nel bacino padano
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Contributo percentuale dei diversi settori agricoli e forestali in
Lombardia

0 Agnicoltura - Coltivazioni
B Agricoltura - Combustione di paglia di riso

B Agricoltura - Allevamento, gestione di reflui organici ed azotan
0 Agncoltura - Allevamento (Polveri)

B [ncendi forestali

B Emissioni di COV da foreste

B Altro

% 20% 4 60%% B0 100%

Qualita dell’aria e agricoltura, .
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Emissioni di ammoniaca dalla gestione dei reflui in Lombardia
(Elaborazione ARPA su dati SIARL e ISTAT)
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Abbiamo conferme di tutto cio?
Il monitoraggio dell'ammoniaca in Lombardia con stazioni fisse
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Il monitoraggio dell'ammoniaca in Lombardia 2007- 2018

Tabella 5: statistiche elaborate dalle rilevazioni orarie di concentratione di ammoniaca dal 2007 al 2018,

Sannazzaro di

Concentrazioni di
Corte de Cremona - Via -
NH3 misurate dalia Bartonico Colico Pawia Schivenoglia
Corbesi Fatebenefratelll Burgandl
RROA [pg/mT]
Madia 302 A7 85 89 85 16.0
Deviazione standard 22.1 2.7 8.0 6.3 5.9 15.0
: 98" percentile 94.6 9.3 $8.6 23.3 £3.0 45.4
Masibmo rilevalo 4339 1.5 23E.9 61.7 i 741.8
Chre chati ||1| ndre E2685 113595 26E33 26333 43403

A Corte dei Cortesi media di 56.3 ug/m3, a Milano 9.9 ug/m3

SRP/ In siti interessati da emissioni di origine agricola, valori molto superiori che altrove
i P i Povipion i inkirn 15



Il monitoraggio dell’'ammoniaca in Lombardia:
medie NH3 2007-2018
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\?PA In siti interessati da emissioni di origine agricola, valori molto superiori che altrove
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Quali sono le concentrazioni di ammoniaca presso le aziende agricole?

\?PA Figura 16: ubicazione dei punti di monitoraggio per la caratterizzazione del sito di Arzago d'Adda: Cascina Ravaiola (a

lllllllllll

b s i et e sinistra) e I'area dell'impianto a biogas (a destra).
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Quali sono le concentrazioni di ammoniaca presso le aziende agricole?

Tabella 6: stazioni di monitoraggio del sito di Arzago d'Adda e risultati per ogni stazione (espressi come media £

deviazione standard tra le repliche)

Concentrazioni NH; (pg/m3)

Stazione Caratteristica di interesse Media (circa 3-4  Media (circa 24
ore) ore)
A Fondo, sopravento al sito 28.312.9 33.6%1.2
C Area carico liguame 738.4+39.6 861.9+20.3
D Area stoccaggio digestato 187.6x13.7 117.6x£10.5
E Ricovero bovini e stoccaggio liquame 508.0+70.1 599.0+45.3
F Area stoccaggio liguame 376.8x120.0 224.0x14.2

Guido Lanzani, 14.2.2020

\?P‘  Qualitadellaria  agricolturs, Fonte: Progetto Ammoniaca, collaborazione Regione Lombardia — ARPA
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E’ possibile ridurre le emissioni di ammonica?
Il caso dell’interramento

Campo agricolo oggetto di
spandimento durante la
campagna di monitoraggio
presso Arzago d'Adda. Nelle
figure sono mostrati le
porzioni di terreno soggette a
spandimento superficiale (in
rosso) e quelle oggetto di
spandimento interrato (in
verde); sono indicate, inoltre,
le posizioni delle stazioni di
campionamento passivo
installate.

1° monitoraggio 17.5.18

\?P/ R Qualita dell’aria e agricoltura,
e e Guido Lanzani, 14.2.2020

Fonte: Progetto Ammoniaca, collaborazione Regione Lombardia - ARPA



E’ possibile ridurre le emissioni di ammonica?
Il caso dell’interramento

Campo agricolo oggetto di
spandimento durante la
campagna di monitoraggio
presso Arzago d'Adda. Nelle
figure sono mostrati le
porzioni di terreno soggette a
spandimento superficiale (in
rosso) e quelle oggetto di
spandimento interrato (in
verde); sono indicate, inoltre,
le posizioni delle stazioni di
campionamento passivo
installate.

2° monitoraggio 25-26.9.18

\?P/ R Qualita dell’aria e agricoltura,
A Y o PR Guido Lanzani, 14.2.2020
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Fonte: Progetto Ammoniaca, collaborazione Regione Lombardia - ARPA



Concentrazione NH, [pg/md]

E’ possibile ridurre le emissioni di ammonica?
Il caso dell’interramento

Prima campagna - spandimento digestato bovino
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Concentrazioni di
ammoniaca
durante gli
spandimenti di
digestato bovino
presso Arzago
d’Adda.

| valori piu alti delle
rispettive serie
sono stati misurati
presso le stazioni
poste sottovento al
campo fertilizzato.

Fonte: Progetto Ammoniaca, collaborazione Regione Lombardia - ARPA



E’ possibile ridurre le emissioni di ammonica?
Il caso dell’interramento

| monitoraggio Il monitoraggio

Stazione : _ Spandimento Spandimento i
Spandimento Spandimento ) i Spandimento
Interrato interrato
interrato superficiale : o superficiale
EILE pomeriggio

7}o0. 205.8(] 345.0 = 160.5
sottovento*

Media
sopravento* . . . . .
laboratorio| 28.1+2.3 | 51.8+48 | 161%0.6 | 346%12 | 141856

Mobile* | 31.9 2.3 - 146+ 0.8 | 28714 78.3 £ 4.1

343.7 )¢ 161.1(11212.8)+ 152.0

47.6+3.1 | 59.4+85 | 233:99 | 17628 | 1586 ¢ 26.9

\?PA TR Qualita dell’aria e agricoltura,
R =i s Guido Lanzani, 14.2.2020

Fonte: Progetto Ammoniaca, collaborazione Regione Lombardia - ARPA



E’ utile ridurre le emissioni di ammoniaca?

ARPL
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da: AIR QUALITY INFLUENCE OF AMMONIA AND NITROGEN OXIDES EMISSIONS REDUCTION OVER
THE PO VALLEY
Angelino et al, Air Quality 2014, Garmisch-Partenkirchen, 24-28 March 2014



E’ utile ridurre le emissioni di ammoniaca?

Riduzione | Inquinante PM, ¢
emissioni Primavera Autunno

NH, -2.49 % -3.24 %
-25%

NOX -288 % -503 0/0 Lariduzione delle

> emissioni di NH; e

paragonabile e rispetto
-6.03 9% allg ar!alqga}riduzione di
emissioni di NOy

NO, -6.61 % -10.68 %
Lariduzione congiunta di

NOx e NH3 & paragonabile
-25% NH3, -25% Nox ’ -5.11 % -7.82 % rispetto alla riduzione piu
consistente di una singola

componente
-25% NH;,-50% NOy -8.53 % -12.57 %
-50% NH, -25% NOy -8.27 % -11.70 %
\Q P)‘ Qualita dell’aria e agricoltura, da: AIR QUALITY INFLUENCE OF AMMONIA AND NITROGEN OXIDES EMISSIONS REDUCTION OVER
1 I wivscnit Guido Lanzani, 14.2.2020 THE PO VALLEY

Angelino et al, Air Quality 2014, Garmisch-Partenkirchen, 24-28 March 2014



Cosa ci si attende dalle misure del PRIA—d.g.r. n. 449 del 2.8.18

Riduzioni
AMBITO DESCRIZIONE — principali misure comparto agricolo attese 2025
NH3 (t/a)
. Risparmio del 30% delle emissioni nella fase di stabulazione degli allevamenti AlA, ipotizzando
Stabulazione . . \ L . 3730
una attuazione al 72% dei suini e dell'80% degli avicoli di tutta la Lombardia.
Risparmio di emissioni dalla fase di stoccaggio di tutti i reflui zootecnici della Lombardia,
. \ . . . . . o
Stoccaggi ipotizzando |'applicazione a cascata di tecniche di copertura e/o gestione del refluo. 20% 14 351

coperture con efficienza all'80%, formazione della crosta per reflui bovini con efficienza al
40%, attuazione di modalita di carico all'80% dei reflui con efficienza al 20%.

Risparmio di emissioni in fase di spandimento, limite orario agli spandimenti con efficienza al
Spandimenti [45% con attuazione al 60%, attuazione per il 20% delle emissioni di tecniche di iniezione con 6 401
efficienza all'80%.

Spandimenti-
agricoltura
conservativa

Risparmio di emissioni in fase di spandimento collegabili alle superfici interessate. 5% della

SAU per aumento della resa del 10% e 0,16% della SAU con efficienza all'80% per iniezione. 89

\Qp"‘ - Complessivamente, I'obiettivo & passare da 102.086 t/a del 2015 a 75.637 t/a nel 2025



Conclusioni 1/2

e Benché in miglioramento, le concentrazioni di particolato superano in modo
diffuso lo standard sul numero di giorni oltre al limite di 50 pg/m3

e 'analisi della composizione del particolato evidenzia un contributo importante
del «secondario inorganico», che puo raggiungere e superare la meta del totale
del PM10 presente in aria

e || secondario inorganico si forma in atmosfera a partire da ossidi di zolfo, ossidi di
azoto e ammoniaca

e Secondo i dati dell’inventario delle emissioni, la gran parte delle emissioni di
ammoniaca in Lombardia e nel bacino padano e di origine agricola e zootecnica

P4



Conclusioni 2/2

e Le misure di ammonica effettuate dalle stazioni fisse della rete di ARPA Lombardia
evidenziano un chiaro legame tra ammoniaca e sorgente agricoltura

* Le misure effettuate durante campagne di approfondimento evidenziano
concentrazioni di ammonica molto piu elevate in prossimita delle sorgenti agricole

e E’ pero possibile ridurre tali emissioni, agendo a piu livelli. Il caso dell’interramento dei
reflui e significativo.

e || Piano Regionale Interventi per la Qualita dell’Aria prevede una riduzione delle
emissioni di ammoniaca del settore agricolo di circa il 25% con interventi su
stabulazione, stoccaggio e spandimento che puo contribuire in modo significativo a
ridurre il particolato in aria

P4
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ELEMENTI DI CONOSCENZA SCIENTIFICA

Riguardo agli studi sulla diffusione dei virus nella popolazione vi & una solida letteratura
scientifica che correla l'incidenza dei casi di infezione virale con le concentrazioni di
particolato atmosferico (es. PM1io e PM2s) (1, 2).

E noto che il particolato atmosferico funziona da carrier, ovvero da vettore di trasporto, per
molti contaminanti chimici e biologici, inclusi i virus. I virus si “attaccano” (con un processo di
coagulazione) al particolato atmosferico, costituito da particelle solide e/o liquide in grado di
rimanere in atmosfera anche per ore, giorni o settimane, e che possono diffondere ed essere
trasportate anche per lunghe distanze.

Il particolato atmosferico, oltre ad essere un carrier, costituisce un substrato che puo
permettere al virus di rimanere nell’aria in condizioni vitali per un certo tempo, nell’ordine di
ore o giorni. Il tasso di inattivazione dei virus nel particolato atmosferico dipende dalle
condizioni ambientali: mentre un aumento delle temperature e di radiazione solare influisce
positivamente sulla velocita di inattivazione del virus, un’'umidita relativa elevata puo favorire
un piu elevato tasso diffusione del virus cioe di virulenza (3).

Nel caso di precedenti casi di contagi virali, le ricerche scientifiche hanno evidenziato alcune
caratteristiche della diffusione dei virus in relazione alle concentrazioni di particolato
atmosferico. Di seguito alcuni risultati e conclusioni:

- (2010) l'influenza aviaria puo essere veicolata per lunghe distanze attraverso tempeste
asiatiche di polveri che trasportano il virus. I ricercatori hanno dimostrato che vi & una
correlazione di tipo esponenziale tra le quantita di casi di infezione (Overall
Cumulative Relative Risk RR) e le concentrazioni di PM1g e PM25 (ug m3) (4)
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(2016) esiste una relazione tra la

PMo concentration ( pg/m’

diffusione del virus respiratorio sinciziale umano

(RSV) nei bambini e le concentrazioni di particolato. Questo virus causa polmoniti in
bambini e viene veicolato attraverso il particolato in profondita nei polmoni. La
velocita di diffusione del contagio (Average RSV positive rate %) e correlata alla
concentrazione di PM19 e PM25 (ug m3) (5).
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(2017) il numero di casi di morbillo su 21 citta cinesi nel periodo 2013-2014 varia in
relazione alle concentrazioni di PMzs. I ricercatori dimostrano che un aumento delle
concentrazioni di PMzs pari a 10 pg/m3 incide significativamente sull’'incremento del
numero di casi di virus del morbillo (6). I ricercatori suggeriscono di ridurre le
concentrazioni di PMz 5 per ridurre la diffusione dell’infezione.
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- (2020) uno dei maggiori fattori di diffusione giornaliera del virus del morbillo in
Lanzhou (Cina) sono i livelli di inquinamento di particolato atmosferico (7). In
relazione all’evidenza che I'incidenza del morbillo sia associata all’esposizione a PMz 5
ambientale in Cina, i ricercatori suggeriscono che politiche efficaci di riduzione
dell'inquinamento atmosferico possono ridurre I'incidenza del morbillo.
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Sulla base di questa sintetica introduzione e rassegna scientifica, storicamente ricostruita, si
puo quindi dedurre che il particolato atmosferico (PM1o, PMz2s) costituisce un efficace vettore
per il trasporto, la diffusione e la proliferazione delle infezioni virali.

UNA PRIMA ANALISI SULLA DIFFUSIONE DEL COVID-19 IN ITALIA IN RELAZIONE Al
SUPERAMENT!I DEI LIMITI DI PM1o

Per valutare una possibile correlazione tra i livelli di inquinamento di particolato atmosferico
e la diffusione del COVID-19 in Italia, sono stati analizzati per ciascuna Provincia:

- i dati di concentrazione giornaliera di PM1o rilevati dalle Agenzie Regionali per la Protezione
Ambientale (ARPA) di tutta Italia. Sono stati esaminati i dati pubblicati sui siti delle ARPA
relativi a tutte le centraline di rilevamento attive sul territorio, considerando il numero degli
eventi di superamento del limite di legge (50 pg m-3) per la concentrazione giornaliera di
PM10, rapportato al numero di centraline attive per Provincia (n° superamenti limite PM10
giornaliero/n° centraline Provincia)

- i dati sul numero di casi infetti da COVID-19 riportati sul sito della Protezione Civile
(COVID-19 ITALIA)

In particolare si evidenzia una relazione tra i superamenti dei limiti di legge delle
concentrazioni di PM1o registrati nel periodo 10 Febbraio-29 Febbraio e il numero di casi
infetti da COVID-19 aggiornati al 3 Marzo (considerando un ritardo temporale intermedio
relativo al periodo 10-29 Febbraio di 14 gg approssimativamente pari al tempo di
incubazione del virus fino alla identificazione della infezione contratta).
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Il grafico sottostante evidenzia una relazione lineare (R2=0,98), raggruppando le Province in 5
classi sulla base del numero di casi infetti (in scala logaritmica: log contagiati), in relazione ai

superamenti del limite delle concentrazioni di PM1io per ognuna delle 5 classi di Province
(media per classe: media n° superamenti lim PM10/n° centraline Prov.) (Figura 1)
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25 R2=09794 ...
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Figura 1

Tale analisi sembra indicare una relazione diretta tra il numero di casi di COVID-19 e lo stato
di inquinamento da PM1o dei territori, coerentemente con quanto ormai ben descritto dalla
piu recente letteratura scientifica per altre infezioni virali.

La relazione tra i casi di COVID-19 e PM1o suggerisce un’interessante riflessione sul fatto che
la concentrazione dei maggiori focolai si & registrata proprio in Pianura Padana mentre
minori casi di infezione si sono registrati in altre zone d’Italia (Figura 2).

3 Marzo 4 Marzo

Media n® superamenti limite PM10/n° centraline Prov (10-29 Feb 2020)

RM 5 Marzo 6 Marzo

Figura 2
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Considerando il tempo di latenza con cui viene diagnosticata l'infezione da COVID-19
mediamente di 14 giorni, allora significa che la fase virulenta del virus, che stiamo
monitorando dal 24 febbraio (dati della Protezione Civile COVID-19) al 15 Marzo, si puo
posizionare intorno al periodo tra il 6 febbraio e il 25 febbraio.

Le curve di espansione dell'infezione nelle regioni (Figura 3) presentano andamenti
perfettamente compatibili con i modelli epidemici, tipici di una trasmissione persona-
persona, per le regioni del sud Italia mentre mostrano accelerazioni anomale proprio per
quelle ubicate in Pianura Padana in cui i focolai risultano particolarmente virulenti e lasciano
ragionevolmente ipotizzare ad una diffusione mediata da carrier ovvero da un veicolante.

1650

1500 giorno 1 (45-54 contagi): Per Lombardia 22 Febbraio
per Emilia Romagna 26 Febbraio

1350 per Veneto 25 Febbraio
per Lazio 6 Marzo
o 1200 per Piemonte 2 Marzo
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O 00 per Puglia 9 Marzo
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Le fasi in cui si evidenziano questi effetti di impulso ovvero di boost sono concomitanti con la
presenza di elevate concentrazioni di particolato atmosferico che in regione Lombardia ha
presentato una serie di andamenti oscillanti caratterizzati da tre importanti periodi di
sforamenti delle concentrazioni di PM10 ben oltre i limiti (Figura 4: esempio Provincia di
Brescia).

4|s5| 6| 7] 8|9 10]1]12]13]|14]|15|16|27]18]19]20]21]22]23
31| 12| 16 20

24|25 | 26|27 | 28|29
23

29| 44 45 2537 27 3917 35] 41| 45 4716 20
47|33 (15|29 | 41 49 (28|38 42|35 49 (25| 34| 45 45 50 (272128
25 (18| 40| nd [ nd | nd 25(21| 443333 50 | 39| 43| 27 [ 45 34 nd | nd
13| 18| 39 3438 50 | 40 22 49 35(28) 24|35
nd|nd|nd|261425]|38] 48 nd | nd |22 |28 33| 26 50 42[31]|21]| 41|43 29[ 13]| 18] 23
Rilevazione valori PM 10 del mese di febbraio 2020
Centraline provincia
¥ I (B Broletto Villaggio Sereno [l Odolo [ Rezzato [ Sarezzo I
di Brescia
| 1.
s0 || ||
Limite
40 (50 g m3)
20—
o0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Giorni del mese

Figura 4



t
|
l

s/ &
S I M A TR IR UNIVERSITA
CENTRO INTERDIPARTIMENTALE DEGLI STUDI DI BAR[

DI RICERCA INDUSTRIALE FONTI RINNOVABILI ALDO MORO
AMBIENTE, MARE ED ENERGIA - FRAME

Tali analisi sembrano quindi dimostrare che, in relazione al periodo 10-29 Febbraio,
concentrazioni elevate superiori al limite di PM1o in alcune Province del Nord Italia possano
aver esercitato un’azione di boost, cioe di impulso alla diffusione virulenta dell’epidemia in
Pianura Padana che non si e osservata in altre zone d’Italia che presentavano casi di contagi
nello stesso periodo. A questo proposito € emblematico il caso di Roma in cui la presenza di
contagi era gia manifesta negli stessi giorni delle regioni padane senza pero innescare un
fenomeno cosi virulento.

Oltre alle concentrazioni di particolato atmosferico, come fattore veicolante del virus, in
alcune zone territoriali possono inoltre aver influito condizioni ambientali sfavorevoli al tasso
di inattivazione virale. Il gruppo di lavoro sta approfondendo tali aspetti per contribuire ad
una comprensione del fenomeno piu approfondita.

CONCLUSIONI E SUGGERIMENTI

Si evidenzia come la specificita della velocita di incremento dei casi di contagio che ha
interessato in particolare alcune zone del Nord Italia potrebbe essere legata alle condizioni di
inquinamento da particolato atmosferico che ha esercitato un’azione di carrier e di boost.
Come gia riportato in casi precedenti di elevata diffusione di infezione virale in relazione ad
elevati livelli di contaminazione da particolato atmosferico, si suggerisce di tenere conto di
questo contributo sollecitando misure restrittive di contenimento dell'inquinamento.
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Abstract

Background: While the physical and chemical properties of airborne particulate matter (PM) have been extensively
studied, their associated microbiome remains largely unexplored. Here, we performed a longitudinal metagenomic
survey of 106 samples of airborne PM, s and PM;, in Beijing over a period of 6 months in 2012 and 2013, including
those from several historically severe smog events.

Results: We observed that the microbiome composition and functional potential were conserved between PM, s
and PM;, although considerable temporal variations existed. Among the airborne microorganisms,
Propionibacterium acnes, Escherichia coli, Acinetobacter Iwoffii, Lactobacillus amylovorus, and Lactobacillus reuteri
dominated, along with several viral species. We further identified an extensive repertoire of genes involved in
antibiotic resistance and detoxification, including transporters, transpeptidases, and thioredoxins. Sample
stratification based on Air Quality Index (AQI) demonstrated that many microbial species, including those associated
with human, dog, and mouse feces, exhibit AQI-dependent incidence dynamics. The phylogenetic and functional
diversity of air microbiome is comparable to those of soil and water environments, as its composition likely derives
from a wide variety of sources.

Conclusions: Airborne particulate matter accommodates rich and dynamic microbial communities, including a
range of microbial elements that are associated with potential health consequences.

Keywords: Particulate matter (PM), Microbiome, Bacteria, Eukaryotes, Viruses, Archaea, Air pollution
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Background
As a result of rapid industrialization and urbanization, glo-
bal megacities have been impacted by extensive and intense
particulate matter (PM) pollution events [1], which have
potential human health consequences [2-4]. Severe PM
pollution is associated with chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) and asthma, as well as risks for early death
[5-8]. While the chemical components of PM pollution
and their impacts on human health have been widely stud-
ied [9], the potential impact of pollutant-associated mi-
crobes remains unclear. Airborne microbial exposure,
including exposure to dust-associated organisms, has been
established to both protect against and exacerbate certain
diseases [10-12]. Understanding the temporal dynamics of
the taxonomic and functional diversity of microorganisms
in urban air, especially during smog events, will improve
our understanding of the potential microbe-associated
health consequences. Yet to date, the airborne PM-
associated microbiome, especially in urban environments,
remains largely understudied [13, 14].

Recent advances in airborne particle DNA extraction
and metagenomic library preparation have enabled low
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biomass environments to be subject to shotgun sequen-
cing analysis [14]. In a previous study, we characterized
the microbiome associated with airborne PM in Beijing
over a week and identified more than 1300 bacterial,
fungal, and viral species [13]. However, this short period
is not sufficient to adequately observe the temporal dy-
namics of this complex microbial system. Thus, we col-
lected 106 airborne PM samples in Beijing between
October 2012 and March 2013, during which several
record-breaking smog events [15] (Fig. 1a) and high inci-
dences of respiratory diseases [16] occurred, and per-
formed shotgun metagenomic analysis to generate a
comprehensive airborne taxonomic and gene catalog,
which facilitated the longitudinal characterization of mi-
crobial taxonomic diversity and functional potential.

Results

Based on the annotation by MetaPhlAn2 [17], the over-
whelming majority of metagenomic reads from all samples
were mapped to bacteria (95.5% of PM,s5 and 93.0% of
PM,), followed by eukaryotes (1.5% of PM, 5 and 2.2% of
PM,), archaea (0.2% of PM,5 and 0.2% of PM,,), and
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viruses (2.8% of PM, 5 and 4.5% of PM,,) (Fig. 1b). There
was no statistical difference in either the alpha or the beta
diversity of species or genes between the PM, 5 and PM;,
samples, with the exception of eukaryotic alpha diversity,
which was significantly greater in PM;, (Shannon diversity
index, Wilcoxon signed-rank test, P < 0.01, Fig. 1c, d). The
ten bacterial phyla with the greatest proportional repre-
sentation showed substantial variation throughout the 6-
month period, including a significant peak of Firmicutes
in PM;, samples during the two major smog events in
January 2013 (P < 0.05; Fig. le). In addition, a prominent
peak in the proportion of reads annotated to viruses was
also found in both PM, 5 and PM;4 samples in late January
and February (Fig. 1le, P < 0.01).

The metagenomic reads mapped to 702 bacterial spe-
cies, 27 eukaryotic species, 56 viruses, and 14 archaeal
species. The top 50 species of greatest proportion
accounted for 71.7% + 11.8% of the total reads (bacteria
94.6%, eukaryotes 1.4%, viruses 4%) (Additional file 1:
Table S3) and exhibited considerable variance in their
relative abundance over time, although for the majority
of these species, their relative abundance did not signifi-
cantly differ between PM, 5 and PM;, (Additional file 2:
Figure Sla). Four of the top 50 species, namely Lactoba-
cillus amylovorus, Lactobacillus reuteri, Ustilago maydis,
and Porcine type C oncovirus, were at significantly
greater proportions in PM;, compared with PM, 5 (Wil-
coxon signed-rank test, adjusted P<0.1). Notably,
among the 30 species exhibiting significant differences
between the 2 types of samples, 29 were enriched in
PM;, samples, whereas only 1 was enriched in PM,5
samples (Additional file 1: Table S4, Wilcoxon signed-
rank test, adjusted P <0.1). We also correlated distance-
corrected dissimilarities of taxonomic community
composition with major meteorological factors, of which
temperature and dew point had the strongest correlation
with taxonomic composition in PM (Additional file 1:
Table S5, Additional file 2: Figure S1b). We also moni-
tored the presence of DNA associated with human path-
ogens in the samples and showed that in both PM, 5 and
PM;, the reads of these hazard microbes displayed only
weak correlation with PM concentrations (Add-
itional file 2: Figure Slc); examination of individual
pathogen species showed that some peaked in January,
coincided with the worst smog event during the study
period (Additional file 2: Figure S2). Application of
StrainPhlAn analysis revealed considerable strain-level
variations in some of the most abundant species, ie.,
Acinetobacter lwoffi, Acinetobacter johnsonii, Escherichia
coli, Kocuria sp. UCR OTCP, Pantoea ananatis, Pantoea
dispersa, Propionibacterium acnes, and Rhodococcus sp.
RO4 (Additional file 2: Figure S3-6). Taken together, we
observed both similarities and differences in PM, 5 and
PM;, microbiota. PM;q or larger particles were formed
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by aggregation of smaller particles, which could explain
the similarities of microbe structure between 2 types of
PM samples. The different microbe structures of PM, 5
and PM;, particles could be a result of the different
particulate diameters, since PM, 5 has similar sizes as
bacteria and PM, has similar sizes as fungi.

We attempted to determine the overlap of core func-
tional genes between the PM pollutants, gut microbiota
[18], and ocean microbiota [19] to identify the core func-
tional categories, and compare their relative importance in
each database. To this end, we generated a non-redundant
gene catalog containing 4,301,891 microbial genes from
all PM samples, including 3,278,420 prokaryotic and 1,
023,471 eukaryotic genes. The PM core contained consid-
erably reduced functional gene and orthologous group
(OQG) diversity compared with the human gut and ocean-
associated microbiomes, potentially reflecting both the
lower biomass and restrictive selective pressures in par-
ticulate matter (Kruskal-Wallis rank-sum test, adjusted
P < 0.05, Additional file 2: Figure S7a-c).

Next, genes that potentially confer resistance to 35 differ-
ent antibiotics were identified. The proportion of genes en-
coding antibiotic resistance remained stable throughout the
study period, and both the number and reads per kilobase
per million reads (RPKM) value of antibiotic resistance
genes (ARGs) showed no significant differences between
PM, 5 and PM;, samples (Fig. 2a, b), which is suggestive of
universal selective pressure within this environment. Genes
encoding penam resistance had the greatest overall propor-
tion across PM,5 and PM,, (Fig. 2c), while TEM beta-
lactamases were the overall most abundant class (Fig. 2d).
In addition, we also found several detoxification genes in
PM samples including transporters (ACR transporter,
MatE, MFS), transpeptidases, and thioredoxins, with the
MFS 1 gene representing the greatest proportion (Fig. 2e,
f). PM samples harbored the greatest number of different
ARGs and detoxification genes when compared with
marine or human gut samples (adjusted P < 0.01), but the
corresponding RPKM was on par with that of the human
gut (Fig. 2g—j). A published computational pipeline [20]
was used to estimate the risk of ARGs in PM samples [20].
The resistance risk score was calculated based on the per-
centage of ARGs associated with mobile genetic elements
(MGEs) (Additional file 1: Table S6). In total, there were
982 (5.0%) contigs with ARGs that contained at least 1
MGE (Additional file 1: Table S7) and 379 (1.9%) that
contained multidrug resistance clusters (MDRCs) (Add-
itional file 1: Table S8). Notably, a prominent peak of ARG
risk was found in January (Additional file 2: Figure S8)
when the smog pollution was the most severe.

We next applied network analysis to examine the micro-
bial structure and co-occurrence patterns in samples with
different PM metrics [21-24]. We used parameters includ-
ing betweenness centrality, closeness centrality, and degree
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[21] to characterize the microbial structure of the two types
of samples. Our analysis showed that the network complex-
ity was associated with a higher betweenness, a lower close-
ness, and a higher degree and was significantly greater in
PM;, (Additional file 2: Figure S7d, e, adjusted P < 0.05). As
such, PM, had a denser network, suggesting that a greater
number of taxa had similar distributions over the 6-month
period, and hence a greater degree of co-association, when
compared with the taxa associated with PM, 5 samples.

We divided the PM, 5 and PM,, samples into five differ-
ent classes according to the Air Quality Index (AQI) clas-
sification, between which both taxonomic and gene
diversity differed (Fig. 3). The PM;, samples showed less
taxonomic diversity in AQI group I than in AQI groups
III and IV (Fig. 3d-k, adjusted P < 0.05). The number of
detoxification genes was greater in AQI group II than in
AQI group I (Additional file 2: Figure S9, adjusted P <
0.05). We also analyzed the incidence (per sample
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detection rate) dynamics of individual species in the five
AQI groups. Our analysis revealed that the microbes
could be divided into four clusters based on their inci-
dence patterns (Additional file 1: Table S9, Additional file 2:
Figure S10a). Cluster 1 comprised more than half of the
identified species and was typically identified in less than
10% of the PM samples. Clusters 2 and 3 were depauper-
ate in AQI group I and showed a noticeable increase in in-
cidence in AQI groups II-V. The incidence was mostly
below 0.5 except in group V, whereas in cluster 3, the inci-
dence was mostly above 0.5 in all groups. Lastly, species in
cluster 4, which was the smallest among the four clusters,
maintained a high incidence close to 1 in all five AQI
groups of PM particles. The taxonomic compositions of
the four clusters differed considerably at both phylum and
species levels (Additional file 2: Figure S10b, c, S11).
Subsequently, we calculated the correlation coefficients
between individual microbial species and pollutant

concentration using MaAsLin [25]. In total, 152 species in
PM;, samples exhibited a correlation with pollutant con-
centration, considerably more than that in PM, 5 samples
(49 species; adjusted P < 0.1, Additional file 1: Tables 10
and 11). More importantly, although most of the species
identified in PM;, samples displayed significant differ-
ences in relative abundance between a low AQI level (I or
II) and a high AQI level (IV or V), none in PM, 5 exhibited
such patterns (Wilcoxon rank-sum test, adjusted P<0.1,
Additional file 1: Tables 12). The microbes included those
associated with human infections, such as Pseudomonas
aeruginosa [26, 27], with a positive correlation with pollu-
tant concentration for both PM, 5 and PM;, samples (ad-
justed P <0.05), and Stenotrophomonas maltophilia [28],
with a positive correlation with the pollutant concentra-
tion in PM;, samples. In addition, 72 microbes manifested
prominent peaks in January (Additional file 2: Figure S12)
when the air pollution was most severe. These included
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many human commensals and potential human patho-
genic agents such as P. aeruginosa, S. maltophilia, and
Talaromyces marneffei [29], as well as potential chicken-
associated pathogens such as Gallid herpesvirus [30] and
avian endogenous retrovirus (AEV) [31].

Finally, using existing metagenomic databases of human,
dog, pig, and mouse feces [18, 32—34], we examined the
association between potential source of the different micro-
organisms and the five AQI groups. As pollutant concentra-
tions increased, the proportion of human, dog, and pig
feces-associated microbial species significantly increased in
both PM,5 samples (r=0.36, 0.37, 0.33, respectively, ad-
justed P <0.05) and PM;q samples (r=0.50, 0.54, 043, re-
spectively, adjusted P<0.01), but the trends were more
pronounced in PM;, samples (Fig. 3I). The inventory of the
human feces-associated microbes in PM;, samples was also
significantly different compared with that in PM, 5 samples
(P=0.029, ANOSIM test based Bray-Curtis distance metric
of species abundance).

Discussion

Our work revealed a great diversity of microbial species
and ARGs in Beijing’s particulate matter, largely consist-
ent with a recent study [35]. The data suggest that po-
tential pathogen and antibiotic resistance burden
increases with increasing pollution levels and that severe
smog events promote the exposure. In addition, the par-
ticulate matter also contained several bacteria that har-
bored ARGs flanked by mobile genetic elements
(Additional file 1: Table S7), which could be associated
with horizontal gene transfer. Many of these bacteria
were typical or putative members of the human micro-
biome. Analysis based on AQI groups showed that mi-
crobial species exhibited a wide range of incidence and
many, including some mammalian gut species, displayed
apparent changes in the five AQI groups of samples, and
such AQI-related dynamics was affected by the size of
particulate matter.

These findings will improve our understanding of mi-
crobial dynamics associated with different particulate
matter size classes, especially as it pertains to different
pollution events. It is possible that the diversity of mi-
croorganisms associated with particulate matter results
from the reduction in certain environmental stresses
such as UV light and desiccation. However, particulate
matter also facilitates transient microbial interactions
and likely supports substantial levels of extracellular
DNA and dead microbes, which may complicate the in-
terpretation of these dynamics.

The potential for particulate matter-associated mi-
crobes and viruses to influence human health requires
further investigations. Microbial pathogenic transmis-
sion through the air, and consequently the risk for in-
fection, can be quantified using metagenomics, as it has
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been for nosocomial source tracking in hospitals [36,
37], but only if specific infections can be identified in
the human population at risk. Any spurious statements
about the “presence” of DNA signatures associated with
potential pathogens in an environment should be
treated as only exploratory evidence of potential risks.
Unless these trends can be directly associated with ac-
tual infection events in humans or animals, they will
remain invalid assessment of health risk. However, rou-
tine monitoring and quantification of microbial signa-
tures in atmospheric systems associated with urban
environments offer the potential for future retrospect-
ive examination of risk events that could promote miti-
gation strategies. For example, if an outbreak of a
multidrug-resistant pathogen infection occurs in a city,
being able to determine the environmental and pollu-
tion events that are associated with increased risks of
exposure could be used as evidence to influence urban
policy to reduce exposure. Therefore, the validity of
these techniques for continual airborne microbial risk
assessment should be further explored, especially for
areas of well-understood risks, such as in regions with
intensive poultry or pig farming, which could represent
zoonotic reservoirs for infection risks.

Conclusions

Our work provides further evidence for potential environ-
mental and mammalian sources of microbes associated
with urban airborne particulate matter and demonstrates
differences between pollution levels that could be associ-
ated with potential health risks.

Methods

Particulate matter and meteorological data collection

The methods used for particulate matter collection were
previously described [13, 14]. PM samples were collected
from samplers located on the rooftop of a building at
Tsinghua University. Three high-volume air samplers
(Thermo Electron Corp., MA, USA) were used in this
study, with each drawing ambient air at a flow rate of
1.13 m*/min for 23 h per day. Two of the samplers were
equipped with PM,;s fractionating inlets and one
equipped with PM;, fractionating inlet. Particulate mat-
ters were trapped onto 20.32 x 25.4 cm? Tissuquartz fil-
ters (PALL, NY, USA) with 99.9% typical aerosol
retention. All of the filters were sterilized by baking in a
muffle furnace at 500 °C for 5 h prior to sampling. Before
and after deployment in the filter cartridge, each steril-
ized filter was packaged in a sterilized aluminum foil and
stored in a sealed bag. The filter holder and all the tools
used for changing new filters were thoroughly cleaned
with 75% ethanol or autoclaved every day to avoid con-
tamination. The net weight of each filter was recorded at
milligram accuracy before and after sampling, and the
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weight differences were used to calculate the PM con-
centration. The filters were stored in aluminum foils and
plastic bags at — 80°C until DNA extraction. The me-
teorological data were retrieved from the website
(https://www.wunderground.com/), using the weather
parameters from Beijing Capital Airport (40.07° N,
116.59° E, index number 54511). The weather parame-
ters were exported in a CSV form to be used in further
analysis (Additional file 1: Table S1). Tissuquartz filters
without exposure to open air were used as negative
controls.

DNA extraction, library construction, and sequencing

We have previously developed an optimized protocol to
improve the DNA vyield and quality from air particle sam-
ples [13, 14]. In this study, we used this technique to extract
DNA from PM, 5 and PM;, samples: 1/4 of PM,,, filter (a
total of ca. 103.04 cm®) and 1.5 of the PM, filters (a total
of ca. 618.24 cm?) were used to extract microbial DNA.
The filters were cut into 8.96 x 11.5 cm? pieces and placed
in 50-mL centrifuge tubes. Next, the filter was soaked into
ca. 50 mL 1x PBS buffer. The tubes were pelleted at 4 °C by
centrifuging at 200g for 3 h. After vortexing, the resuspen-
sion was filtered by a 0.2-pm Supor 200 PES Membrane
Disc Filter (PALL, NY, USA). The PALL filter was then
used as the starting material for pretreatment by MO-BIO
PowerSoil DNA isolation kit (Carlsbad, CA, USA). The
samples were then incubated at 65 °C in PowerBead Tubes
for 15 min followed by vortexing for 10 min. The following
steps were performed according to the standard MO-BIO
PowerSoil DNA isolation protocol except for the column
purification step, which was replaced with magnetic bead
purification (Agencourt AMPure XP, Beckman, CA, USA)
for improved DNA yield. Extracted DNA samples were di-
luted in 50 puL sterilized water. We used the Qubit 2.0
fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc. MA, USA) to
quantify the concentration of DNA. Library preparation
was performed according to the manufacturer’s instructions
(Mumina, CA, USA). We constructed a paired-end library
with an insert size of 500 bp. A starting amount of 5ng
DNA from each DNA sample was used for library prepar-
ation in order to ensure sample consistency. In order to
minimize possible bias introduced by PCR, 12 cycles were
performed during PCR amplification.

Metagenomic sequencing

The quality of all DNA libraries was evaluated using an
Agilent bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA) with
the DNA LabChip 1000 kit. Whole-genome shotgun se-
quencing of PM samples collected was carried out on the
Mumina Hiseq 4000 platform (Illumina, CA, USA) with
150-bp paired-end read length. In total, we obtained 946-
Gb raw data (mean 8.8 Gb per sample, mean insert size
354 + 83 bp). The raw reads of metagenomic sequencing
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were processed to remove low-quality reads and adaptor
contaminations. Bases with a quality score <30 were
trimmed from 3 end of reads, and reads < 70 bp were re-
moved. Finally, we obtained 882-Gb clean data (mean
8.2 Gb per sample), and the proportion of high-quality
reads was about 92.12% on average in all samples.

De novo assembly and gene catalog construction

De novo assembly of clean reads was performed using
MetaVelvet-SL (version 1.2.02) [38] with 63-kmer. Further-
more, the gaps in the scaffold were filled using GapCloser
[39]. A total of 3.58 million contigs were generated (mini-
mum length of 300 bp). These contigs had a total length of
4.97 Gb and an average N50 length of 12,243 bp and ranged
from 669 to 62,034 bp (Additional file 1: Table S2). To cre-
ate a multi-kingdom gene catalog of inhalable airborne mi-
croorganisms in Beijing’s PM,5 and PM;, pollutants, two
gene prediction methods were performed, namely, Meta-
GeneMark [40] (version 3.26) for prokaryotic microorgan-
isms (bacteria, archaea, and virus) and Augustus [41] for
eukaryotic microorganisms (fungi). For contigs that both
prokaryotic and eukaryotic genes were called, we used the
Taxator-tK [42] to assign them to a kingdom and the corre-
sponding predicted genes were reserved. Contigs that were
not identified by Taxator-tK were removed, accounting for
10% in length of all contigs which harbor genes. Contigs
assigned to animals or plants by Taxator-tK were removed.
A non-redundant gene catalog was constructed using CD-
HIT [43] (version 4.5.7) with a sequence identity cutoff of
95% and a minimum coverage cutoff of 90% for shorter se-
quences. The final non-redundant gene catalog contains 4,
301,891 microbial genes, including 3,278,420 prokaryotic
genes and 1,023,471 eukaryotic genes. We compared the
core genes of PM pollutants to gut microbiota and ocean
microbiota using the criteria of 95% sequence identity and
90% alignment coverage of the shorter sequence.

Taxonomic and functional profiling

Metagenomic reads were taxonomically profiled using
MetaPhlAn2 with default parameter settings. The meta-
genomic gene catalog was annotated by alignment
against the proteins in the eggNOG 3.0 database [44]
and KEGG database [45] using BLASTP (E value <1E
-5). A gene was assigned to an OG or KO by the highest
scoring annotated hit with at least one HSP (high-scor-
ing segment pair) scoring >60. For query genes with
multiple matches, the annotated reference gene with the
highest score was used. For each functional feature (OG
in eggNOG or KO in the KEGG database), we estimated
its abundance by accumulating the relative abundance of
all genes from belonging to the same family. HUMAnN2
[46] was subsequently used to calculate the relative
abundance of metabolic pathways in the MetaCyc data-
base [47]. Potential pathogens were identified by first
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searching the MetaPhlAn-annotated species in Microbial
Genome Database System (http://data.mypathogen.org/
search/genomeSearch) for human pathogens. The result-
ing microbes were further validated by PubMed search
to ensure that each had been reported in human infec-
tion or human diseases.

Strain-level analysis

Strain-level profiling was performed with StrainPhlAn. For
each sample, the clean reads were first mapped against the
MetaPhlAn2 markers by Bowtie2 [48] and then the consen-
sus sequences were produced according to the mapping re-
sult. The consensus sequences represent the most
abundant strains for each species in a sample. Similarly, the
consensus sequences of public reference genomes of stains
for each species were obtained by aligning the markers to
these genomes. Finally, the extracted consensus sequences
of references and samples were multiply aligned by
MUSCLE [49], and the phylogenetic trees were built by
RAXML [50] (parameters: -m GTRCAT and -p 1234).

Antibiotic resistance and detoxification genes

Predicted genes were annotated with BLASTX (E value <
1E-10, identity > 60%, and minimum alignment length > 25
amino acids) against the CARD database [51]. Multidrug
resistance clusters were identified as contigs containing
multiple antibiotic resistance proteins. Employing the
method described in the previous paper [52], the Gene
Ontology annotation [46] and Pfam (release 24) [53] were
used to create the detoxification protein database, which
contains 31 strictly detoxification-related protein families
with profile HMMs. All gene sequences were scanned
against the database of profile HMMs using hmmsearch, a
part of the HMMERS3 software [54]. ShortBRED [55] was
used to quantify the abundance of antibiotic resistance
genes and detoxification genes. ShortBRED markers were
identified from the annotated antibiotic resistance proteins
or detoxification proteins using the reference database of
Swiss-Prot in Uniprot. Clean reads were mapped against
these marker sequences with 99% sequence identity. All
analyses were performed on gene abundance normalized to
reads per kilobase per million reads (RPKM).

Mobile genetic elements

Putative MGEs were identified from the contigs with
BLASTN (E value <1E-10, identity >60%, coverage of
the MGE reference >90%) against the ACLAME data-
base, comprising known plasmids, bacteriophages, and
transposons [56].

Co-occurrence network

To construct the meta-community co-occurrence net-
work, we first removed species with relative abundances
less than 0.01% or present in less than 10 samples. The
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Spearman correlation coefficients between species were
computed using cor.test function in R 3.6.2 (Lucent
Technologies, NJ, USA), and all the P values were ad-
justed for multiple testing using the Benjamini and
Hochberg false discovery rate (FDR) controlling proced-
ure. Based on correlation coefficients (>0.78) and FDR
(< 0.05) adjusted P values for correlation, we constructed
the co-occurrence network. The cutoff of correlation co-
efficients was determined as 0.78 through random
matrix theory-based methods [57]. Network properties
were calculated with the igraph package. The co-
occurrence networks were visualized by Gephi.

Statistical analysis

Adjustment for multiple testing was performed using
Benjamini and Hochberg false discovery rate (FDR) con-
trolling procedure (p.adjust function in R). To explain
the Bray-Cutis distance of taxonomic community com-
position with major meteorological factors, the permuta-
tional multivariate analysis of variance was employed
using the function adonis from the R package vegan.
The P value was determined by 999 permutations and
was subsequently adjusted by the Benjamini and Hoch-
berg method.

Supplementary information
Supplementary information accompanies this paper at https://doi.org/10.
1186/513059-020-01964-x.

Additional file 1: Table S1. Summary of PM and meteorological data.
Table S2. Summary of sequencing and assembly data. Table $3. Top 50
abundant species in PM samples. Table S4. Significant putative genus/
species between PM,s and PM;, samples identified by Wilcoxon signed-
rank test (FDR <0.1). Table S5. PERMANOVA for the influence of Me-
teorological factors on the taxonomic profile. Table S6. Antibiotic resis-
tome risk analysis of PM samples. Table S7. Antibiotic resistance contigs
contained at least one MGEs. Table S8. Antibiotic resistance contigs con-
tained multidrug resistance clusters. Table $9. Species clusters based on
their incidence patterns in the five PM concentration levels of PM.
Table S10. Associations of PM;o concentration with individual species
(FDR <0.05). Table S11. Associations of PM, s concentration with individ-
ual species (FDR <0.05). Table S12. Significant putative species identified
by Wilcoxon rank-sum test between different PM,o concentration levels
(FDR <0.1).

Additional file 2: Figure S1. Most abundant microorganism species
identified from airborne particulate matters (a) and the meteorological
factors associated with PM microbiome (b). a, Box plot of the daily
variations of the relative abundance of the top 50 most abundant
microorganism species in PM samples. Boxes correspond to the
interquartile range between the 25th and 75th percentiles, and the
central lines represent the 50th percentile. Ends of the central lines
correspond to the lowest and highest values no more than 1.5 times the
interquartile range from the box, while circles represent the outliers. Red,
PM,s; Blue, PMyq. b, The bar plot shows the explained variation of each
factor in the variation of microbial composition [Bray—Curtis (BC)
distance]. c. Spearman rank-order correlation plot showing the relation-
ship between pathogen mapped reads (%) and PM concentration.
Figure S2. Temporal distribution of the daily relative abundance of 96
human pathogens and PM concentration variations during the sampling
time. Figure S3. Strain-level phylogenetic trees of Escherichia coli. Black,
reference strains; red, MetaSUB samples; green, PM samples. Figure S4.
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Strain-level phylogenetic trees of Propionibacterium acnes (a), Acinetobac-
ter Iwoffi (b) and Pantoea ananatis (). Black, reference strains; red, Meta-
SUB samples; green, PM samples. Figure S5. Strain-level phylogenetic
trees of Kocuria sp. UCD OTCP (a), Acinetobacter johnsonii (b) and Pantoea
dispersa (c). Black, reference strains; red, MetaSUB samples; green, PM
samples. Figure S6. Strain-level phylogenetic trees of Rhodococcus sp.
RO4. Black, reference strains; red, MetaSUB samples; green, PM samples.
Figure S7. Comparison of genesets from PM, ocean and gut microbiota
(a, b, ©) and the network topological variables of PM microbiota (d, e). a,
Venn diagram indicating a low overlap of PM, human gut and ocean
gene catalog. b, Venn diagram of core OGs suggesting a large overlap of
functions among PM, human gut and ocean microbiota. ¢, Bar chart
showing the comparison of gene abundance summarized into OG func-
tional categories. A, RNA processing and modification; B, Chromatin struc-
ture and dynamics; C, Energy production and conversion; D, Cell cycle
control, cell division, chromosome partitioning; E, Amino acid transport
and metabolism; F, Nucleotide transport and metabolism; G, Carbohy-
drate transport and metabolism; H, Coenzyme transport and metabolism;
I, Lipid transport and metabolism; J, Translation, ribosomal structure and
biogenesis; K, Transcription; L, Replication, recombination and repair; M,
Cell wall/membrane/envelope biogenesis; N, Cell motility; O, Posttransla-
tional modification, protein turnover, chaperones; P, Inorganic ion trans-
port and metabolism; Q, Secondary metabolites biosynthesis, transport
and catabolism; R, General function prediction only; S, Function unknown;
T, Signal transduction mechanisms; U, Intracellular trafficking, secretion,
and vesicular transport; V, Defense mechanisms; W, Extracellular struc-
tures; Z, Cytoskeleton. d, The distribution of degree of nodes in the net-
works. e, Network topological variables comparison between PM, s (red)
and PM, (blue) samples (up), PM,s <75 pg/m3 and PM, 5 >75 ug/m3
(middle), as well as PM;o <150 pg/m? and PM; >150 pg/m? (bottom).
Asterisks denote Kruskal-Wallis test results, p-values were adjusted using
Benjamini and Hochberg false discovery rate (FDR) (¥, adjusted P <0.05,
** adjusted P <0.01, ***, adjusted P <0.001). Figure S8. Temporal distri-
bution of daily resistance risk and PM concentration variations during the
sampling time. (a-e) The percentage of contigs with ARG (a), MGE (b),
pathogen (c), ARGRMGE (d) and ARG&MGE&pathogen (e) in all contigs. (f)
The resistance risk score. Figure $9. Comparative analysis of antibiotic re-
sistance and detoxification gene for 5 different classes of PM,s and PM;q
samples. a, b, ¢, d, show the numbers of antibiotic resistance gene types
(a, b) and RPKM values of the total antibiotic resistance gene types (c, d)
in PM, 5 (red) and PM;q (blue) samples, respectively. e, f, g, h, show the
numbers of detoxification gene types (e, f) and RPKM values of the total
detoxification gene types (g, h) in PM, s (red) and PMq (blue) samples, re-
spectively. Asterisks denote Kruskal-Wallis test results, p-values were ad-
justed using Benjamini and Hochberg false discovery rate (FDR) (¥,
adjusted P <0.05). Figure S10. Species clusters based on their incidence
patterns in the five PM concentration levels of PM;q samples. a, Hierarch-
ical Ward-linkage clustering of species based on their incidence patterns
in the five PM concentration levels of PM;o samples. Colouring represents
the incidence (per sample detection rate). b, Proportion of species affiliat-
ing to each of the 5 phyla in the four species clusters of PM;q samples. ¢,
The heat map of relative abundance of species in cluster 4. Colouring
represents the relative abundance of species. Figure $11. Heat map of
relative abundance of species in cluster 2 (a) and cluster 3 (b). Figure
S12. Temporal distribution of the daily relative abundance of 72 mi-
crobes and PM concentration variations during the sampling time.
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Informativa sulla relazione tra inquinamento atmosferico e diffusione del COVID-19

In questi giorni é circolata una nota, a firma di alcuni ricercatori italiani, e diversi altri documenti sul
web, che riportano una presunta associazione tra inquinamento da particolato atmosferico (PM)
e diffusione del COVID-19. Questa ipotesi ha avuto un’ampia eco sui media ¢ sui social e ha
suscitato molto interesse, ponendo 1’attenzione su una questione scientifica rilevante su cui lavorano
moltissimi ricercatori in Italia ed all’estero. Considerazioni simili sono oggetto di discussione ¢
diffusione nei social media.

La Societa Italiana di Aerosol (IAS), fondata nel 2008 e membro della European Aerosol Assembly
(EAA), annovera tra i suoi soci circa 150 ricercatori esperti sulle problematiche del particolato
atmosferico provenienti da Universita, Enti di Ricerca, Agenzie regionali e provinciali per la
protezione ambientale e dal settore privato. In questa occasione, la IAS intende esprimere un parere
sulle attuali conoscenze relative all’interazione tra livelli di inquinamento da PM e la diffusione del
COVID-19. Queste conoscenze sono ancora molto limitate e cio impone di utilizzare la massima
cautela nell’interpretazione dei dati disponibili.

E’ noto che D’esposizione, pit o meno prolungata, ad alte concentrazioni di PM aumenta la
suscettibilita a malattie respiratorie croniche e cardiovascolari e che questa condizione puo peggiorare
la situazione sanitaria dei contagiati. Queste alte concentrazioni sono frequentemente osservate nel
nord ltalia, soprattutto nella pianura Padana, durante il periodo invernale. Tuttavia, ad ora non é stato
dimostrato alcun effetto di maggiore suscettibilita al contagio al COVID-19 dovuto all’esposizione
alle polveri atmosferiche.

E’ stato inoltre ipotizzato che il particolato atmosferico possa agire come substrato “carrier” per il
trasporto del virus aumentando cosi il ritmo del contagio. Questo aspetto non € pero confermato dalle
conoscenze attualmente a disposizione, cosi come non sono ancora del tutto noti il tempo di vita del
virus sulle superfici ed i fattori che lo influenzano. E’ possibile che alcune condizioni meteorologiche,
tipicamente presenti nel nord Italia in questo periodo, quali la bassa temperatura e I’elevata umidita
atmosferica, possano creare un ambiente che favorisce la sopravvivenza del virus. Queste condizioni
che, in genere, coincidono con una situazione di stabilitd atmosferica intensa, favoriscono la
formazione di particolato secondario e I'incremento della concentrazione del PM in prossimita del
suolo. La covarianza fra condizioni di scarsa circolazione atmosferica, formazione di aerosol
secondario, accumulo di PM in prossimita del suolo e diffusione del virus non deve, tuttavia,
essere scambiata per un rapporto di causa-effetto. Nel caso di sistemi complessi come quello con
cui abbiamo a che fare, I’interpretazione delle correlazioni semplici (cio¢ quella tra due serie
temporali) non indica necessariamente un rapporto causa-effetto.

Allo stesso modo, si deve porre molta cautela, ad esempio, nel confrontare dati e trend provenienti da
aree geografiche diverse del Paese e nel mescolare situazioni in cui esiste un focolaio con situazioni
in cui il focolaio non e presente ed in cui sono state prese misure di contenimento diverse in tempi
diversi. Il periodo di monitoraggio disponibile per I’indagine epidemiologica é ancora troppo
limitato per trarre conclusioni scientificamente solide in relazione ai moltissimi fattori che
influenzano il tasso di crescita del contagio.
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Il Presidente, il Consiglio Direttivo della IAS e tutti i Soci firmatari sono unanimi nel valutare come
parziale e prematura I’affermazione che esista un rapporto diretto tra numero di superamenti dei livelli
di soglia del PM e contagi da COVID-19, e nel ritenere che un eventuale effetto dell'inquinamento
da PM sul contagio da COVID-19 rimanga - allo stato attuale delle conoscenze - una ipotesi che
dovra essere accuratamente valutata con indagini estese ed approfondite. Nello stesso modo, si
ritiene che la proposta di misure restrittive di contenimento dell’inquinamento come mezzo per
combattere il contagio sia, allo stato attuale delle conoscenze, ingiustificata, anche se e indubbio
che la riduzione delle emissioni antropiche, se mantenuta per lungo periodo, abbia effetti benefici
sulla qualita dell’aria e sul clima e quindi sulla salute generale.

Si coglie I’occasione per sottolineare l'importanza di rispettare prioritariamente le distanze tra le
persone e, in generale, le regole inserite nei Decreti e Ordinanze.

Le opinioni qui riportate sono da considerarsi personali dei firmatari e non rappresentano le posizioni
ufficiali degli Enti di appartenenza.

Bologna, 20/03/2020

- Daniele Contini, Istituto di Scienze dell’ Atmosfera e del Clima del CNR e Presidente della IAS
- Cinzia Perrino, Istituto sull’Inquinamento Atmosferico del CNR e Vice-Presidente della IAS
- Andrea Gambaro, Universita Ca’ Foscari di Venezia e membro del Consiglio Direttivo della IAS

- Maria Chiara Pietrogrande, Universita degli Studi di Ferrara e membro del Consiglio Direttivo
della 1AS

- Stefano Decesari, Istituto di Scienze dell’ Atmosfera e del Clima del CNR e membro del Consiglio
Direttivo della IAS

- Cristina Colombi, Arpa Lombardia e membro del Consiglio Direttivo della IAS

- Silvia Canepari, Universita degli studi di Roma “La Sapienza” e membro del Consiglio Direttivo
della IAS

- Manuel Dall’Osto, Institute of Marine Sciences of CSIC (Spagna) e socio IAS

- Daniela Cesari, Istituto di Scienze dell’Atmosfera e del Clima del CNR e coordinatrice del
Working Group “Tecniche di campionamento e analisi del PMx per la valutazione della qualita
dell'aria” della IAS

- Luca Ferrero, Universita degli Studi di Milano-Bicocca, coordinatore del Working Group
“Aerosol atmosferico: proprieta, processi € cambiamenti atmosferici" della IAS

- Elena Barbaro, Istituto di Scienze Polari del CNR e coordinatrice del Working Group “Aerosol in
aree polari e remote” della IAS.

- Adriana Pietrodangelo, Istituto sull'lnquinamento Atmosferico del CNR e coordinatrice del
Working Group “Sorgenti e impatto ambientale degli aerosol* della IAS

- Mauro Maria Grosa, Arpa Piemonte e socio I1AS
- Marianna Conte, Istituto di Scienze dell’ Atmosfera e del Clima del CNR e socia IAS
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