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1. RTASSUNTO

Risposte di tipo ormetico sono state rilevate in molti organismi
filogeneticamente lontani e fisiologicamente molto diversi tra loro, esposti a molti
tipi di contaminanti.

In questo lavoro la risposta dose/effetto di tipo ormetico nell’accrescimento
numerico, ¢ stata saggiata su un modello biologico ben noto, Escherichia coli,
esposto alla Tetraciclina, antibiotico di largo uso in clinica umana/veterinaria e in
zootecnia intensiva, tanto da rappresentare spesso un contaminante frequentemente
rilevato in comparti ambientali acquatici e terrestri a concentrazioni sub-inibenti,
cio¢ quelle che possono provocare una risposta ormetica.

Per determinare se la Tetraciclina fosse in grado di indurre un effetto
ormetico sono state saggiate concentrazioni molto al di sotto della MIC (Minimal
Inhibitory Concentration, che ¢ 4 ug/ml), in un intervallo tra 0,00375 e 0,12
pg/ml, sull’enterobatterio Escherichia coli K12, ceppo MG1655.

Il protocollo sperimentale messo a punto, prevede conte ogni 30’ per un
periodo di 5 ore, e ha permesso di dimostrare la presenza di una risposta di tipo
ormetico nella dinamica di accrescimento del microrganismo.

La ‘zona’ di risposta ormetica, cio¢ le concentrazioni in grado di determinare
una risposta di “apparente miglioramento” (in questo caso un incremento numerico
in termini di numero di Unita Formanti Colonie, CFU) ¢ stata identificata nelle
concentrazioni intermedie (0,015 e 0,03 pg/ml), alle quali si rileva un incremento
considerevole delle CFU, che arrivano rispettivamente al 135,3 % e al 121,7 %
rispetto al controllo.

Alle concentrazioni piu alte e pitl basse il numero di CFU non si discosta in
maniera apprezzabile da quella del controllo: ¢ dunque possibile affermare che la
curva di crescita di popolazioni di E. coli K12 ceppo MGI1655, esposte alla
Tetraciclina nell’intervallo 0,00375-0,12 pug/ml, ¢ una curva di tipo ormetico a
forma di U rovesciata.

Questo dato conferma I’ipotesi che il meccanismo ormetico sia comune a
molti (se non a tutti) i viventi e rappresenti una risposta adattativa generica a

condizioni di alterata qualita ambientale.



La ormai diffusa presenza di contaminanti a concentrazioni molto basse
rende estremamente importante la valutazione di questo tipo di risposta, da cui non

si dovrebbe prescindere nei protocolli di monitoraggio ambientale.

Parole chiave

Accrescimento, antibiotici, curva di risposta a U, Escherichia coli MGI1655,

ormesi, tetraciclina, tossicita



2. INTRODUZIONE

2.1 Definizione e generalita
L’ormesi (dal greco opupewv = eccitare) ¢ una relazione dose-risposta

caratterizzata da un effetto bifasico: molti organismi/sistemi biologici esposti ad
un’ampia gamma di stimoli, mostrano risposte opposte a seconda della dose;
I’ormesi viene considerata una funzione adattativa (Amendola et al., 2006, 2008).

Le risposte ormetiche sono caratterizzate da una modesta stimolazione della
funzione interessata (endpoint) a basse dosi (30-60% maggiore del controllo) e
dall’inibizione della stessa alle alte dosi, ¢ quindi una relazione dose- risposta non
lineare (Klonowsky, 1999, 2007).

La curva dose/risposta puo essere raffigurata da una U diritta o rovesciata a
seconda dell’endpoint considerato: ¢ dritta se viene valutato un danno
all’organismo (alterazione di funzioni fisiologiche, mortalita o incidenza di
malattie), € rovesciata se si considerano funzioni quali accrescimento o
sopravvivenza. La trattazione di questi aspetti ¢ gia stata affrontata in “Ormesi: la
rivoluzione dose/risposta”, monografia APAT edita nel 2006 (Amendola et al.,
2006).

Tuttavia, ¢ bene precisare che stabilire se gli effetti stimolatori rilevati a
basse dosi siano benefici o dannosi non rientra nella definizione del fenomeno:
questo invece ¢ oggetto della valutazione del contesto biologico ed ecologico di

questo particolare tipo di risposta (Calabrese e Baldwin, 2002).

2.2 Ormesi e ormoligosi
Di recente fenomeni analoghi a quelli definiti ormetici sono stati presentati

con il nome di ormoligosi.

James e Price (2002) studiando I’effetto dell’Imidacloprid, pesticida ad
ampio spettro utilizzato fin dai primi anni 80, osservarono che dosi subletali non
solo non avevano effetto tossico sugli acari Tetranychus urticae (TSSM,

TwoSpotted Spider Mite) ma anzi, ne stimolavano la riproduzione, determinando



un aumento del numero di uova e, di conseguenza, un incremento numerico della
popolazione.

Successivamente Marcic (2003) ha effettuato delle prove per determinare
I’effetto della Clofentezina, inibitore della crescita, sulla popolazione femminile
dello stesso organismo a differenti stadi del ciclo vitale: a concentrazioni che
causavano il 90% di mortalita gli organismi sopravvissuti, soprattutto nei primi
stadi del ciclo vitale, mostravano una fertilita piu alta rispetto al controllo.

Abdullah et al. (2005), in una serie di esperimenti condotti su Bemisia tabaci
esposti a diversi insetticidi, ha dimostrato che alcuni degli insetticidi utilizzati
inducono sia un incremento dell’ovodeposizione dell’insetto, sia nella crescita della
pianta di cotone su cui veniva sparso 1’insetticida.

In tutti i casi sopra riportati ¢ evidente che il modello di risposta, la diffusione
del fenomeno e la risposta ai composti ¢ la stessa che caratterizza 1’ormesi.

La fig. 1 riporta una curva di risposta ormetica e una lineare, senza soglia.

Danno

LIVELLO DI RIFERIMENTO

RISPOSTA

Miglioramento
apparente
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v

DOSE

Figura 1. Risposta biologica all’esposizione ad agenti fisici e chimici: la linea continua rappresenta
una relazione dose-risposta ormetica, la linea tratteggiata una relazione lineare. Nella curva
ormetica alle dosi pill basse (<A), si puo osservare un effetto di danno; nell’intervallo A e B si
osserva un apparente miglioramento; alle dosi piu alte (>B) si rileva tossicita o altri effetti nocivi
(da Klonowski, 2007, modificata)



L’ormesi sembra anche coinvolta nell’induzione di meccanismi che
proteggono dallo stress: questa forma ¢ stata nominata stress-response hormesis
per distinguerla dal fenomeno finora trattato nel suo senso piu ampio (Gems e
Partridge, 2008).

Il principio dell’ormesi come risposta allo stress ¢ stata osservata in molti
contesti: bassi livelli di insetticida inducono resistenza mediante 1’aumento di
reazioni di detossificazione verso tali molecole (Calabrese et al., 1999); basse
concentrazioni di xenobiotici determinano I’induzione degli enzimi che li
metabolizzano, che a loro volta danno protezione contro la carcinogenesi
(chemoprotezione) (Talalay et al., 2003).

Ancora, lo stress termico implica I’aumento dell’espressione delle heat-shock
protein (chaperonine) (che proteggono 1’organismo dai danni molecolari
responsabili, nel tempo, del processo di invecchiamento), determinando un
aumento della durata della vita, come dimostrato in Caenorhabditis elegans, in cui
stress termici di piccola entita inducono termotolleranza e significativi incrementi

della durata di vita (Lithgow e Walker, 2002).

2.3 Un fenomeno diffuso

E ormai pensiero diffuso che 1’ormesi si verifichi in tutti i sistemi biologici e
rappresenti una risposta adattativa a variazioni di stato o ad alterazioni dei
meccanismi di regolazione, indotta da agenti esterni (Stebbing, 1997).

A dimostrazione di cio, Calabrese e Baldwin (2001, 2003) hanno effettuato
un’ampia revisione delle risposte ormetiche in modelli biologici molto diversi ed
esposti a tipi differenti di contaminanti e dal 2005 curano un progetto che prevede
lo sviluppo di un database sull’argomento basato su study design, entita della
risposta stimolatoria a basse dosi, significativita statistica e riproducibilita dei
risultati.

L’esigenza di raccogliere tutti 1 lavori che documentano I’effetto deriva dal
fatto che 1’ormesi sta suscitando un considerevole interesse, data la diffusione e la

generalizzabilita del fenomeno. Il resoconto iniziale documentava, infatti, il



presentarsi della risposta ormetica per un ampio range di modelli biologici: dai
funghi alle alghe, dalle piante agli animali (Calabrese e Blain, 2008).

La diffusione del fenomeno in tutti i comparti ambientali ed in tutti gli
organismi viventi, ¢ confermata da studi molto recenti. Lefcort ef al. (2008) hanno
osservato I’effetto dell’esposizione a basse dosi di metalli pesanti su due specie di
lumache acquatiche: Physella columbiana, comune in siti contaminati da zinco,
piombo, cadmio, e Lymnaea palustris proveniente da siti incontaminati. P.
columbiana mostrava risposta ormetica negli individui esposti a basse
concentrazioni di metalli, che consisteva in un aumento della crescita e della

riproduzione rispetto a quella degli organismi non esposti.

2.4 Ormesi e antibiotici
Non sono molti gli studi sulla capacita degli antibiotici di determinare ormesi;

risposte ormetiche sono state rilevate sull’accrescimento di piante terrestri da
raccolto (Migliore et al., 1995, 1996, 2008; Brambilla et al., 2007) e infestanti
(Migliore et al., 1997, 1998), ma anche di piante acquatiche (Forni et al., 2002),
confermando i dati che indicavano come questa risposta sia diffusa nel regno
vegetale.

Nonostante storicamente le prime osservazioni sull’ormesi siano state fatte
proprio sui microrganismi (Southam e Erlich, 1942), non ci sono dati sperimentali
recenti che confortano le antiche osservazioni.

E sembrato dunque di grande interesse valutare gli effetti di basse dosi di
antibiotici su un microrganismo rappresentativo e di grande importanza anche
clinica quale Escherichia coli.

Il farmaco utilizzato nella sperimentazione illustrata in questo lavoro, ¢ la
Tetraciclina, scelta per il suo ampio utilizzo sia in veterinaria/zootecnia sia in
medicina umana: esso rappresenta uno dei pill comuni contaminanti ambientali tra
gli antibiotici (Sarmabh et al., 2006; Brambilla et al., 2007). E stato dimostrato, sia
in prove di laboratorio sia su campo, che molti organismi vegetali sono in grado

di assorbire tetracicline (Brambilla et al., 2007; Migliore et al., 2008) o altri



antibiotici di uso veterinario (Migliore et al., 1995, 1996, 1997, 1998, 2000, 2003;
Boxall et al., 2006).

Le tetracicline sono state oggetto di studi ecotossicologici su numerosi
modelli biologici (Flaherty e Dodson, 2005; Baguer et al., 2000; Boxal et al.,
2006; Haling-Sorensen, 2000; Kumar et al., 2005; Wollenberger et al., 2000).

Il piano sperimentale ha previsto I'utilizzo di Escherichia coli ceppo
MG1655, in un saggio di crescita della durata di 5 ore, in cui un inoculo del ceppo,
nella fase di crescita logaritmica, viene fatto crescere a basse concentrazioni di
Tetraciclina (da 0.00375 a 0,12 pg/ml), per valutare una possibile risposta ormetica
della dinamica di accrescimento della popolazione microbica.

Lo scopo di questo lavoro & stato produrre evidenze sperimentali che
chiariscano la dinamica dei fenomeni di tossicita e/o di beneficio apparente della
risposta ormetica in un modello sperimentale ben noto, Escherichia coli. A tale
scopo, ¢ stato messo a punto un nuovo protocollo sperimentale che potra essere
applicato anche in futuro per ricerche sulle basi biochimiche e molecolari del
fenomeno ormetico, e valutare la sua risposta alla presenza di antibiotici a livelli di
concentrazione comparabili a quelli rilevabili nei comparti ambientali terrestri

(come i campi agricoli) o acquatici.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Test su Escherichia coli ceppo K-12 MG1655
Escherichia coli K-12 MG1655 (Genotipo: F-lambda-ilvG- rfb-50 rph-1;

Sierotipo: OR:H48:K-) ¢ un ceppo ottenuto e denominato da Mark Guyer, a partire
dal ceppo W1485, che proveniva da una coltura stabilizzata del laboratorio di
Joshua Lederberg, diretta discendente dell’isolato K-12 originale; questo ceppo ¢
stato sequenziato da Blattner et al. (1997) ed ¢ quello che maggiormente si

approssima al wild-type di E. coli.

Figura 2. Escherichia coli

Il ceppo ¢ stato coltivato in terreno liquido in presenza di concentrazioni
crescenti di Tetraciclina, notevolmente inferiori alla Minima Concentrazione
Inibente (MIC-Minimal Inhibitory Concentration) che, per il ceppo in esame, ¢

pari a 4 pg/ml.

3.1.2 Procedura sperimentale
I terreni utilizzati nell’esperimento, Muller Hinton Broth (MHB) per la
determinazione della curva di crescita e il Trypticase Soy Agar (TSA) per le conte.
Sono state allestite diluizioni seriali per ottenere le concentrazioni finali di
tetraciclina riportate in Tab. 1; ciascuna diluizione veniva inoculata con E. coli
MG 1655 a partire da una sospensione di assorbanza a 600 nm (Aggo) uguale a 0,14
in modo da ottenere una densita finale di circa 5x10° cellule per ciascuna

concentrazione.
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Tabella 1. Concentrazioni sperimentali.

Falcon Tetraciclina
#) (pg/ml)
1 0,12
2 0,06
3 0,03
4 0,015
5 0,0075
6 0,00375
Controllo |  --—---

N

La valutazione della dinamica di crescita delle colture & stata fatta
effettuando ogni mezz’ora, per 5 ore dal momento della semina (TO-T10), conte
del numero di microrganismi presenti nel mezzo di coltura. La prima conta (TO)
viene effettuata immediatamente dopo 1’introduzione dell’inoculo iniziale e, in
seguito, le provette vengono tenute in termostato a 37 °C per l’intera durata
dell’esperimento.

Le conte sono state effettuate allestendo diluizioni note, in base 10, del
mezzo di crescita e inoculandone 5 pl su piastre di TSA (Trypticase Soy Agar). Da
queste microconte, opportunamente convertite, ¢ possibile risalire al numero
effettivo di cellule presenti nella coltura al momento del prelievo e tracciare quindi
la curva di crescita della coltura.

La procedura sperimentale ¢ stata messa a punto con una serie di esperimenti
effettuati tra giugno e dicembre 2007; prove sperimentali reiterate sono state
effettuate tra gennaio e luglio 2008, per avere una valutazione della riproducibilita

del fenomeno.
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4. RISULTATI

4.1 Curve di crescita
L’effetto di basse concentrazioni di Tetraciclina sulla dinamica di

popolazione di Escherichia coli, ceppo K-12 MG1655 ¢ stato valutato
confrontando la curva di crescita del controllo con quella rilevata nei
microrganismi esposti alle diverse concentrazioni di antibiotico, in 5 prove di cui

si riportano qui di seguito i valori medi e le deviazioni standard.

La curva di crescita del ceppo in condizioni standard di laboratorio (37 °C,
buio) mostra che la densita della coltura passa da 1x10" CFU a circa 5x10’ CFU
nelle prime 4 ore, poi I'incremento diventa velocissimo (fase logaritmica) fino a
4,5 ore per poi rallentare, mantenendo la densita della coltura intorno a 1,5x10°
CFU dopo 5 ore. La coltura si stabilizza su questo valore, sul quale rimane

praticamente inalterato fino a 24 ore. La curva di crescita del controllo ¢ riportata

in fig. 10.
Controllo
3,00E+08
—
=
3 2,50E+08 -
N’
%)
T | 2,00E+08 -
=
<Y
2 1,50E+08 |
g
S 1,00E+08 -
3
= 5,00E+07 -
)
0,00E+00 - e
TO T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0

Figura 3. Curva di crescita di una coltura di Controllo. Ciascun punto rappresenta
il valore medio di 5 prove; le barre mostrano la deviazione standard. Le conte delle
CFU sono state effettuate ogni mezz’ora, per 5 ore dal momento della semina (TO-
T10).
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Invece, la presenza di basse concentrazioni di tetraciclina ¢ in grado di

alterare la dinamica di crescita del microrganismo.
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Figura 4. Curva di crescita alle diverse concentrazioni. Le conte delle CFU sono
state effettuate ogni mezz’ora, per 5 ore dal momento della semina (TO-T10).

Come si vede in fig. 11 alla concentrazione di 0,00375 pg/ml la curva di

crescita appare analoga a quella del controllo, sebbene alla fine della prova il
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numero di CFU sia un po’ piu basso del controllo. Invece, a 0,0075 pg/ml gia a
partire dalle 3 ore si rileva un incremento del numero di CFU, I’incremento ¢
massimo a 4,5 ore e, come nel controllo, tra 4,5 e 5 ore il numero di CFU rimane
inalterato. A 0,015 pg/ml I’'incremento del numero di CFU a partire dalle 3 ore ¢
ancora pill marcato, continua ad essere elevato fino alla fine della prova; di
conseguenza, il numero di CFU raggiunto alla fine della prova ¢ consistentemente
piu alto di quello del controllo. Analoga dinamica della curva di crescita si rileva
anche a 0,03 pg/ml, per quanto il numero di CFU sia un po’ piut basso di quello
rilevato a 0,015 pg/ml; anche in questo caso il numero di CFU alla fine della prova
¢ piu alto di quello del controllo. Alle concentrazioni successive si rileva una
riduzione dell’incremento e i risultati finali in termini di CFU sono praticamente

sovrapponibili a quelli rilevati per il controllo.

In fig. 12 ¢ riportato il quadro riassuntivo della dinamica del processo di
crescita di E. coli K12, ceppo MG1655, in presenza di Tetraciclina dopo 5 ore di

coltura.

3,0E+08

2,0E+08 -

IN:
0,0038 0,0075 0,015 0,03 0,06 0,12
Tetraciclina (ug/ml)

I Conte

CFU
=== Controllo

1,0E+08 1

0,0E+00 -

Figura 5. Entita finale della crescita di E.coli K12 MG1655 (numero di CFU
aggiunte dopo 5 ore) a diverse concentrazioni di tetraciclina. Valore medio di 5
prove e deviazione standard.

A 0,00375 pg/ml il numero finale di CFU prodotte ¢ inferiore a quello del
controllo; a 0,0075 pg/ml i valori di CFU si avvicinano a quelli del controllo,
mentre a 0,015 pg/ml il numero finale di CFU ¢ considerevolmente maggiore.

Questo incremento va progressivamente diminuendo con [’aumentare della

15



concentrazione fino a tornare a valori di CFU analoghi a quelli del controllo alla

concentrazione di 0,12 pg/ml.
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5. DISCUSSIONE

La curva dose/risposta di tipo ormetico, cioe il continuum tra effetto avverso
e apparente miglioramento (sensu Stebbing, 1997) & stata rilevata valutando
I’accrescimento di Escherichia coli K12 ceppo MG1655, esposto all’antibiotico
Tetraciclina. In particolare questo lavoro ¢ stato dedicato ad approfondire la
dinamica della porzione di curva ormetica di “miglioramento apparente”.

La Tetraciclina, a dosi molto al di sotto della MIC (4 pg/ml), in un
esperimento della durata di 5 ore, modifica la curva di accrescimento di
Escherichia coli K12, ceppo MG1655. La concentrazione piu bassa di Tetraciclina
(0,00375 pg/ml) determina una riduzione dello sviluppo (78,9 % del controllo) ma
all’aumentare della  concentrazione prevale [Deffetto di stimolazione
dell’accrescimento numerico: a 0,0075 pg/ml la riduzione ¢ meno evidente e infatti
passa al 93,6 % del controllo mentre alla concentrazione successiva (0,015 pg/ml)
si rileva il massimo di incremento, che raggiunge il valore del 135,3 % del
controllo. Il processo si inverte all’aumentare della concentrazione di Tetraciclina:
la percentuale di CFU rispetto al controllo torna progressivamente a ridursi
scendendo dal 121,7% a 0,03 pg/ml, al 105,2% a 0,06 pg/ml per ritornare a
100,8%, sovrapponibile al controllo, alla concentrazione di 0,12 pg/ml.

E quindi possibile identificare la curva dose/risposta della crescita numerica
di E. coli MG1655 esposta a Tetraciclina nell’intervallo 0,00375-0,12 pg/ml con
una curva di tipo ormetico a forma di U rovesciata; inoltre, I’intervallo di
concentrazioni di Tetracicline utilizzato ¢ quello che determina il “miglioramento
apparente” come definito da Klonowsky (1999) nelle relazioni dose-risposta non
lineari.

E’ interessante notare che nei diversi esperimenti effettuati, la risposta della
popolazione microbica alla presenza di tetraciclina nel mezzo ¢ stata abbastanza
omogenea alle concentrazioni piu basse mentre, alle dosi tra 0,03 e 0,12 pg/ml, in
cui si rileva la risposta ormetica, la variabilita della risposta ¢ piuttosto elevata.

Quest’ultimo dato ¢ di grande importanza anche alla luce delle nuove
evidenze sperimentali che si stanno accumulando sul ruolo delle concentrazioni

sub-inibenti di antibiotico, che possono svolgere altri ruoli, oltre quello di
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meccanismi di difesa dai competitori: esse possono funzionare come innesco
dell’espressione di determinanti di virulenza, possono attivare/favorire la
formazione di biofilm o incrementare la motilita batterica (Linares et al., 2006),
come pure essere coinvolti nell’attivazione di meccanismi quorum sensing
(Fajardo e Martinez, 2008). La risposta ormetica pud0 dunque essere correlata
anche a queste funzionalita degli antibiotici recentemente identificate.

Va sottolineato che questo ¢ il primo dato sperimentale di risposta ormetica
indotta nella curva di crescita di microrganismi, in particolare in E. coli, ottenuto
nella letteratura piu recente; e ancora, che il protocollo messo a punto per questo
esperimento, potra essere utilizzato per la valutazione di fenomeni ormetici in altri
microrganismi e per proseguire 1’approfondimento biochimico/fisiologico di

questo studio.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, il presente lavoro di ricerca ha dimostrato che anche per cio
che riguarda I’accrescimento numerico di E. coli I’ormesi rappresenta la risposta
alla presenza di basse concentrazioni di Tetraciclina nel mezzo ambiente. Inoltre, il
protocollo messo a punto apre prospettive per ulteriori indagini su questo
fenomeno.

La presenza di risposte di tipo ormetico in organismi filogeneticamente
lontani e fisiologicamente molto diversi conferma 1’ipotesi che il meccanismo
ormetico sia comune a molti (se non a tutti) i sistemi viventi. Su questa base
teorica non si dovrebbe dunque piu prescindere dal considerare I’ormesi nei
protocolli di monitoraggio ambientale: sara fondamentale approfondire gli studi in
questo campo ancora cosi poco esplorato. Informazioni piu dettagliate sulle
risposte ormetiche saranno fondamentali nel lavoro di definizione delle soglie di
tossicita, necessarie a garantire la salvaguardia di ecosistemi naturali e
antropizzati. Infatti, ignorare le risposte ormetiche, in particolare utilizzare modelli
che non considerino gli effetti potenziali dell’ormesi, puo influenzare le stime
statistiche nell’analisi del rischio e la valutazione della tossicita/ecotossicita di
xenobiotici, inclusi 1 farmaci.

Quindi, nelle linee guida di valutazione del rischio si impone la necessita di
utilizzare modelli che includano gli effetti e le conseguenze dell’esposizione a
basse dosi, finora non considerati (Klonowsky, 1999).

Il fenomeno dell’ormesi ha provocato un intenso dibattito, e ha stimolato il
fiorire di molte ricerche. Molti autori suggeriscono che I’ormesi non debba essere
presa in considerazione per giustificare un indebolimento degli standard regolatori
correnti (Elliot, 2008): infatti, uno dei punti chiave di questa fase della ricerca
sull’ormesi sara quella di valutare quanto il fenomeno di “miglioramento
apparente” non debba essere effettivamente considerato una sorta di tossicita
mascherata. Un altro punto caldo ¢ se e come il principio di precauzione possa
essere interessato dal fenomeno dell’ormesi: su questo punto il dibattito ¢ stato

molto acceso negli anni scorsi nonostante in alcuni lavori vi sia un tentativo per
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avvicinare I’ormesi, se accettata in tossicologia e gestione del rischio, al principio
di precauzione (Calabrese, 2004).

Poiché il fenomeno ‘“ormesi” interessa numerosi ambiti che vanno dalla
tossicologia/ecotossicologia alla salute pubblica, all’economia, determinando un
diffuso interesse per il fenomeno, le possibili implicazioni rendono necessaria una
legislazione che ne tenga conto. La prospettiva di una normativa che integri il
fenomeno ormetico dovrebbe prevedere alla base un processo conoscitivo e
deliberativo con una base molto ampia, che potrebbe incrementare la ricerca nel
campo; inoltre, potrebbe fornire 1’opportunita a molti stakeholder (portatori di
interesse: dalle istituzioni ai consumatori, agli utenti, all’opinione pubblica, ai non-
esperti), di analizzare e formarsi il giudizio su di una problematica scientifica di

grande rilevanza (Elliot, 2008).
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