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L’ematologia ¢ ormai un utile mezzo diagnostico di rou-
tine nella medicina dell'uomo e dei mammiferi domestici e
sta diventando tale anche nella valutazione clinica degli
uccelli. Analogamente, puo fornire indicazioni utili nell’i-
dentificazione delle malattie che influiscono sugli elementi
del sangue periferico dei pesci.

La medicina veterinaria si ¢ sviluppata sulla base di un
interesse primario per la salute dei mammiferi e degli
uccelli domestici allevati per il consumo umano. Oggi, la
la veterinaria ha allargato il suo campo di interesse esten-
dendola a molte specie di animali da compagnia ed esotici.
I veterinari intervengono nella produzione di specie ittiche
per fini commerciali (alimentari ed ornamentali), nella
cura delle specie da esposizione degli zoo e degli acquari,
ed in quella dei pesci tenuti come animali da compagnia.

Le 20.000 specie ittiche note sono suddivise nelle
seguenti tre classi: Agnati (pesci privi di mandibola),
Condroitti (pesci cartilaginei) e Osteitti (pesci ossei).
Gran parte delle attuali conoscenze relative all’ematolo-
gia dei pesci derivano da ricerche effettuate sulle lampre-
de e sui missinoidi (classe Agnati), su poche specie di
pesci cartilaginei della sottoclasse degli Elasmobranchi
(ciog, squali), e alcune specie di pesci ossei del sottordi-
ne dei Teleostei (cioe, anguille, salmonidi, pesci gatto,
carpe e pesci rossi). Lo sviluppo dell’ematologia dei
pesci ¢ piuttosto arretrato rispetto a quella degli uccelli e
dei mammiferi; tuttavia, i progressi di questa scienza
come mezzo diagnostico nella medicina dei pesci dipen-
deranno dalle indagini cliniche condotte sull’emogram-
ma delle specie ittiche.

IL TESSUTO EMOPOIETICO DEI PESCI

Tutti i pesci sono privi di midollo osseo e linfonodi. I
principali tessuti emopoietici delle specie ittiche sono il
timo, la milza e i grandi tessuti linfomieloidi (organo epi-
gonale ed organo di Leydig).!? I tessuti emopoietici pri-
mari dei pesci ossei sono il timo, la milza ed il rene.!

La localizzazione e la struttura del timo variano da una
specie ittica all’altra; la maggior parte delle cellule riscon-
trate in quest’organo ¢ costituita da linfociti. Nei Teleostei,

*Da “The Compendium Collection”, Vol. 12, N.4. Con l'autorizzazione
dell’Editore.

il timo ¢ il principale organo linfoide e durante lo svilup-
po sembra “seminare” di linfociti (probabilmente di tipo
T) il rene e la milza.>* Il timo dei pesci di solito non &
suddiviso nettamente in zone corticali e midollari."** Nei
Teleostei, 'organo & strettamente associato all’epitelio
faringeo. Questa associazione pud consentire ’esposizio-
ne dei linfociti al materiale antigenico proveniente dal-
I’acqua circostante nell’ambito di una funzione timica
immunocorrelata.

La milza delle specie cartilaginee & simile a quella delle
specie ossee. Nei pesci di entrambe le classi quest’organo
¢ di solito localizzato sulla superficie lateroventrale dello
stomaco o in posizione adiacente allo stomaco ed all’inte-
stino. La milza dei condroitti contiene aree di polpa
bianca e polpa rossa.!

Quest’ultima presenta cellule coinvolte nell’emopoiesi
(trombopoiesi, eritropoiesi e linfopoiesi), plasmacellule,
macrofagi e granulociti maturi. Non esistono distinzioni
nette fra la polpa rossa e quella bianca nella milza degli
osteoitti e le aree di eritropoiesi e linfopoiesi sono mesco-
late le une alle altre. In alcuni teleostei, la milza contiene
I’unico tessuto emopoietico; invece, in altri pesci del
medesimo sottordine, lo stesso organo agisce come sede
secondaria di emopoiesi.”

I grandi tessuti linfomieloidi dei pesci cartilaginei sono
rappresentati dall’organo epigonale e da quello di
Leydig. Queste formazioni sono associate alla granulo-
poiesi ed alla produzione anticorpale. ’organo epigonale
¢ correlato alle gonadi e costituisce il piti grande tessuto
linfomieloide in alcuni squali. L'organo di Leydig ¢ loca-
lizzato nella sottomucosa del tratto digerente (cio¢ dell’e-
sofago) ed ha una struttura simile a quella dell’organo
epigonale. Entrambi questi organi contengono plasma-
cellule, linfociti e granulociti in via di sviluppo.?

Il rene ¢ il principale organo emopoietico dei pesci
ossei e pud essere suddiviso in due componenti — il rene
craniale (pronefro o rene della testa) e rene principale
(opistonefro o rene del tronco)!’. Il tessuto emopoietico
del rene ¢ la sede dell’eritropoiesi, della granulopoiesi,
della linfopoiesi e della monocitopoiesi. Il rene & anche
coinvolto nell’intrappolamento degli antigeni e nella for-
mazione degli anticorpi.

Sedi emopoietiche minori nei pesci sono il fegato ed il
sangue periferico. Gli stadi finali dello sviluppo eritroide
possono avvenire nel sangue periferico dei pesci cartilagi-
nei e di quelli ossei.
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PRELIEVO DI SANGUE

Nei pesci di grandi dimensioni, il prelievo di sangue
puod essere effettuato con vari metodi.® Nei soggetti aneste-
tizzati o non anestetizzati risulta di facile esecuzione la
puntura della vena caudale. Quest’ultima puo essere rag-
giunta inserendo nel setto medioventrale del peduncolo
caudale un ago (di dimensioni appropriate a seconda della
taglia del pesce) raccordato ad una siringa e dirigendolo
perpendicolarmente verso le vertebre. Una volta che I'ago
abbia preso contatto con una vertebra caudale, potra esse-
re leggermente retratto in modo che la sua estremita si
venga a trovare nella vena caudale.

1l sangue dovrebbe essere aspirato in una siringa di pla-
stica. Poiché quello dei pesci coagula rapidamente a con-
tatto con il vetro, si raccomandano le siringhe di plastica.’
Gli anticoagulanti utilizzabili per rivestire le pareti interne
dell’ago e della siringa prima del prelievo sono I’eparina e
l'acido etilendiamminotetracetico (EDTA).

Si puo anche effettuare un approccio laterale alla vena
caudale, inserendo ’ago appena al di sotto della linea late-
rale della coda e dietro I'ano.® L’ago viene fatto avanzare
verso la linea mediana, appena al di sotto della vertebra
caudale, fino a raggiungere la vena.

11 prelievo puo essere effettuato anche dal bulbus cordis
dei teleostei inserendo un ago in posizione leggermente
caudale rispetto all’apice della parte del pesce a forma di
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D.? Si penetra tenendo I’ago perpendicolare alla cute e si
esercita una lieve pressione sulla siringa mentre 1’ago viene
fatto progredire verso il bulbus cordis.

Nei pesci di piccole dimensioni, il sangue viene spesso
prelevato prima di una necroscopia, quando si sacrificano
alcuni soggetti malati per stabilire la natura di un processo
patologico che ha colpito piti esemplari di un serbatoio o
di un laghetto. Il sangue pud essere prelevato dal cuore
attraverso I'apertura della cavitd celomatica di un pesce
anestetizzato (allo scopo, ¢ possibile utilizzare vari agenti
chimici).!* II prelievo puo anche essere effettuato dalla
vena caudale dopo aver reciso il peduncolo della coda; il
sangue viene lasciato gocciolare in un tubo capillare. Lo
svantaggio di questo metodo & dato dal maggior rischio di
contaminazione del campione da parte di fluidi tissutali
non ematici.

Il sangue dei teleostei coagula facilmente e, come quello
della maggior parte dei pesci, & caratterizzato da elementi
corpuscolati sensibili alle variazioni osmotiche. L'emolisi
costituisce quindi un riscontro comune nei campioni di
sangue prelevati dalle specie ittiche. Sullo sfondo dei pre-
parati allestiti con il sangue di pesce si osserva spesso una
sostanza densa, pallida ed eosinofilica, che puo essere cor-
relata al grado di emolisi. Lo spessore del materiale di
sfondo nei preparati colorati e lasciati asciugare all’aria
puo interferire con la distribuzione delle cellule, facendo
si che queste appaiano piccole e condensate. Gli elementi

ANESTESIA
ELETTROBISTURI
EL. CARDIOGRAFI

ELEITROMEDICALI

.Hﬁ

' ' SAS

di LUCARELLI M. & C.

UFFICIO COMMERCIALE

20095 CUSANO MILANINO (M)
Vialsonzo, 8
Tel. 02-66401060
Fax102-66400884



FIGURA 1 - Eritrociti di uno squalo limone (Negaprion brevirostris). Si
noti la policromasia (colorazione di Wright).

cellulari negli strisci ematici caratterizzati da un abbon-
dante materiale di sfondo possono essere quindi difficili
da identificare.

Tl sangue dei pesci contiene eritrociti nucleati, trombo-
citi, linfociti, granulociti, monociti e plasma. Quest’ultimo
¢ composto da ioni inorganici, zuccheri, fattori della coa-
gulazione, globuline (a, B e y) ed albumine (tranne che
negli elasmobranchi). Lequilibrio osmotico nel sangue dei
teleostei & mantenuto dagli ioni inorganici (Na* e K*),
mentre quello degli elasmobranchi ¢ isosmotico rispetto
all’acqua di mare e I'urea viene ritenuta per I'equilibrio
osmotico.! Queste caratteristiche possono spiegare la fra-
gilita degli elementi cellulari del sangue degli squali quan-
do vengono esposti agli anticoagulanti. Utilizzando sangue
privo di anticoagulanti & quindi possibile migliorare la
qualita degli strisci ematici degli elasmobranchi.

ERITROCITI

Le dimensioni ed il numero degli eritrociti nel sangue
dei pesci variano da una specie all’altra e con le diverse
condizioni fisiologiche all’interno della stessa specie.!! Gli
eritrociti dei pesci adulti negli strisci colorati con il meto-
do di Wright appaiono ovali o elissoidali, con un citopla-
sma abbondante, pallido ed eosinofilico, ed un nucleo in
posizione centrale (Fig. 1).

Tl nucleo ¢ solitamente ovale, con 1’asse maggiore paral-
lelo a quello della cellula. In alcune specie, puod apparire
tondeggiante. La cromatina nucleare addensata assume
una colorazione porpora scuro. Il citoplasma degli eritro-
citi maturi di alcune specie ittiche non presenta un aspetto
omogeneo e, spesso, contiene una quantita variabile di
aree piu rarefatte (pallide). Negli eritrociti maturi osservati
al microscopio elettronico si possono riscontrare vacuoli
citoplasmatici prominenti. Questi ultimi possono essere
dovuti ad una vacuolizzazione autofagica derivata da mito-
condri degenerati.'?

Una policromasia ed anisocitosi di entita lieve o moderata
¢ normale in molte specie ittiche e suggerisce una certa
maturazione finale degli eritrociti nel sangue periferico. Gli
eritrociti giovani appaiono arrotondati con citoplasma di
colore blu chiaro e presentano una cromatina nucleare
vescicolare in confronto a quella degli eritrociti maturi.
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FIGURA 2 - Un piccolo linfocita maturo e due trombociti di uno squalo
limone (Negaprion brevirostris) (colorazione di Wright).

Gli elementi iniziali della linea eritrocitaria (eritroblasti
e proeritrociti) si riscontrano occasionalmente nel sangue
periferico dei pesci. Queste cellule sono tondeggianti con
un nucleo in posizione centrale che contiene una cromati-
na uniforme o reticolata e una scarsa quantita di citopla-
sma intensamente basofilo. Man mano che gli eritrociti
immaturi evolvono verso la maturita, la basofilia del cito-
plasma diminuisce con il progressivo incremento del con-
tenuto di emoglobina. Gli eritrociti immaturi contengono
degli organuli (apparato di Golgi, mitocondri, ribosomi,
centrioli e reticolo endoplasmatico liscio e ruvido) che
scompaiono negli elementi maturi.""

Gli eritrociti trasportano ossigeno e biossido di carbo-
nio. Tutti i pesci, tranne gli agnati, possiedono eritrociti
che contengono emoglobina con le tipiche catene a e B
che formano un tetramero."* Come quella degli uccelli e
dei mammiferi, anche 'emoglobina dei pesci permette il
rilascio dell’ossigeno ai tessuti con un’elevata concentra-
zione di biossido di carbonio.

Nel sangue periferico dei pesci si possono riscontrare
eritrociti di aspetto anormale che possono indicare una
patologia eritrocitaria. I pesci con anemia rigenerativa
mostrano spesso un incremento della policromasia e del
numero di eritrociti immaturi nel sangue periferico. Gli
stress ambientali, come I'incremento della densita di popo-
lazione, possono essere causa di anemia microcitica normo-
cromica. I perossidi prodotti da microrganismi possono
danneggiare gli eritrociti, determinando un’anemia microci-
tica ipocromica con formazione di eritrociti allungati.'®
Anche le carenze nutrizionali e la polluzione idrica possono
determinare alterazioni della morfologia eritrocitaria.'’!8

LINFOCITI

T linfociti sono i leucociti pitt comunemente riscontrati nel
sangue periferico di molte specie ittiche. Nel sangue periferi-
co dei pesci sono stati descritti i seguenti tre tipi di linfociti:
maturi, immaturi (linfoblasti) e plasmacellule. T primi sono
cellule piccole che tendono ad essere rotonde, ma possono
anche presentare un profilo irregolare o sagomarsi adattan-
dosi alla forma di quelle adiacenti (Fig. 2). Presentano un
rapporto nucleo/citoplasmatico elevato ed un nucleo che
assume una colorazione porpora scuro e mostra ammassi di
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82  Introduzione all'ematologia dei pesci

cromatina grossolani. Il nucleo tondeggiante ¢ circondato da
un sottile citoplasma omogeneamente blu.

Il significato della presenza dei linfociti immaturi nel
sangue periferico dei pesci ¢ controverso. Alcune di queste
cellule possono rappresentare linfociti reattivi che stanno
rispondendo ad una stimolazione antigenica. Le plasma-
cellule (che sono forme reattive di linfociti B) si riscontra-
no occasionalmente nel sangue periferico dei pesci.
L’esame al microscopio elettronico delle plasmacellule
mostra un reticolo endoplasmatico ruvido rigonfio ed un
apparato di Golgi attivo, impegnato nella sintesi delle
immunoglobuline.! La maggior parte dei linfociti riscon-
trati nel sangue periferico dei pesci & piccola e matura.

E anche oggetto di controversia I'esistenza o meno di un
sistema linfatico nelle specie ittiche. I pesci cartilaginei ed
alcuni di quelli ossei presentano un sistema emolinfatico,
perché gli eritrociti sono tipicamente associati ad un fluido
linfatico.' In alcuni teleostei si riscontra un sistema linfati-
co costituito da 4 dotti sottocutanei ed uno o due dotti
sottovertebrali (ciascuno di questi dotti presenta vasi di
connessione pitll piccoli e sistemi di propulsione della linfa
[strutture similcardiache]).! T pesci non possiedono linfo-
nodi o vasi linfatici che contengano valvole.!

I linfociti dei pesci intervengono nell'immunita cellulare
ed umorale e il contatto con gli antigeni porta a prolifera-
zione linfocitaria, produzione di immunoglobuline ed atti-
vazione dei linfociti T. La maggior parte dei pesci produce
immunoglobuline molto simili alle IgM degli altri verte-
brati ed esistono dati che indicano che possono produrre
altre classi o sottoclassi di immunoglobuline."? Le sedi di
produzione anticorpale nei pesci cartilaginei sono princi-
palmente rappresentate dalla milza e dalla lamina propria
della mucosa intestinale; una produzione di minore inten-
sita si ha a livello di fegato, organo epigonale ed organo di
Leydig."?! 1l rene e la milza sono le principali sedi di pro-
duzione anticorpale nei teleostei.?? Il muco che riveste i
pesci contiene immunoglobuline, agglutinine e lisozima,
per cui svolge un’importante funzione di protezione da
parassiti e microrganismi.!

I glucocorticoidi esogeni possono determinare una ridu-

zione del numero di linfociti circolanti nel sangue periferico
dei pesci.?? Di conseguenza, nei pesci esposti a stress di vario
tipo (ad esempio, malattie infettive o condizioni ambientali
avverse) il conteggio dei linfociti periferici puo essere basso.

GRANULOCITI

La nomenclatura e la classificazione dei granulociti dei
pesci sono controverse, probabilmente a causa della varia-
bilita di questi elementi fra le specie ittiche. Questa confu-
sione puo anche essere complicata dal tentativo di classifi-
care queste cellule sulla base del loro aspetto negli strisci
ematici colorati con una tecnica di tipo Romanowsky e
secondo la nomenclatura utilizzata nell’ematologia dei
mammiferi domestici. Recenti studi relativi alle caratteri-
stiche ultrastrutturali, alla valutazione citochimica ed ai
test di funzione leucocitaria hanno iniziato a risolvere
alcune delle controversie relative ai granulociti dei pesci. I
granulociti dei pesci cartilaginei e di quelli ossei devono
essere considerati due tipi cellulari separati.

Apparentemente, esistono delle sottopopolazioni di gra-
nulociti eosinofilici (da non confondere con le cellule ana-
loghe agli eosinofili dei mammiferi) nel sangue periferico
degli Elasmobranchi. La classificazione granulocitaria uti-
lizzata per il gattuccio (Scyliorhinus canicula) pud servire
da modello per quella dei pesci cartilaginei.

11 tipo pitt comune di granulociti & quello G, (tipo I).1%4%
Queste cellule possiedono un nucleo eccentrico, irregolare
e non lobato e granuli citoplasmatici evidenti, tondeggian-
ti od ovali ed eosinofilici. Al secondo posto in ordine di
frequenza si trovano i granulociti G, (tipo IV), cellule
allungate contenenti granuli citoplasmatici moderatamente
eosinofilici. Questi elementi sono spesso confusi con trom-
bociti reattivi, che tendono ad essere pitt piccoli ed a pre-
sentarsi in ammassi. Un terzo tipo di granulociti riscontra-
to nel gattuccio (Scyliorbinus canicula) & quello G, (tipo
III), che possiede un nucleo lobato e granuli citoplasmatici
fortemente eosinofilici di forma bastoncellare (Fig. 3). I
granulociti (tipo II) vengono spesso indicati come granu-



FIGURA 3 - Un granulocita di tipo G3 e due di tipo G2 di uno squalo
limone (Negaprion brevirostris) (colorazione di Wright).

lociti neutrofili (Fig. 3). Presentano un nucleo leggermente
dentellato o lobato e granuli citoplasmatici eterogenei di
piccole dimensioni. I granulociti G, sono i meno comuni
fra i quattro tipi riscontrati nel gattuccio (Scyliorhinus
canicula).

I tipi di granulociti presenti nelle specie ittiche cartilagi-
nee variano. Ad esempio, lo squalo nutrice (Gingylnostomna
cirratum) possiede solo una popolazione di granulociti eosi-
nofilici mentre le razze sembrano avere due popolazioni
predominanti (simili ai granulociti G, e G; del gattuccio) di
queste cellule, ma essere completamente privi del tipo
G,.b?

La maggior parte degli autori che si occupano della clas-
sificazione dei granulociti del sangue periferico dei pesci
ossei si basa su studi effettuati utilizzando ciprinidi (pesce
rosso e carpa), salmonidi (salmone e trota) ed ictaluridi
(pesce gatto). Il pesce rosso (Carassius auratus) possiede
granulociti neutrofili (eterofili) ed eosinofili.' I primi pre-
sentano un nucleo lobato ed eccentrico ed un citoplasma
grigio chiaro che contiene piccoli granuli di colore varia-
bile dal grigio al rosa pallido. Gli eosinofili tendono ad
essere tondeggianti e pitl piccoli dei neutrofili (eterofili) e
a possedere un nucleo rotondo o bilobato situato in posi-
zione eccentrica all'interno della cellula. Il citoplasma si
colora in blu chiaro e contiene granuli pallidi, sferici o
bastoncellari.

I granulociti della carpa (Cyprinus carpio) sono simili a
quelli del pesce rosso.?¢?® Nei salmonidi, i granulociti pre-
dominanti sono i neutrofili (eterofili); gli eosinofili sono
assenti o rari.! Il pesce gatto (Ictalurus punctatus) presenta
dei neutrofili (eterofili) con granuli cistoplasmatici baston-
cellari.?’ Il centro dei granuli maturi ha un aspetto cristalli-
no. Il nucleo dei neutrofili (eterofili) dei pesci ossei mostra
degli ammassi grossolani di cromatina ed assume una colo-
razione porpora scuro con il metodo di Wright.

E oggetto di controversia I'esistenza o meno dei basofili
nel sangue periferico dei pesci. Il possesso di questi ele-
menti & stato descritto soltanto in poche specie. Se esisto-
no, i basofili sono presenti in numero molto basso.>%>!

La funzione dei granulociti dei pesci & simile a quella
dei neutrofili dei mammiferi. Questi elementi migrano
verso le sedi di infiammazione, dove partecipano all’atti-
vita fagocitaria.’? Inoltre, mostrano delle risposte chemio-
cinetiche come i neutrofili dei mammiferi. Tuttavia, va sot-
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FIGURA 4 - Un monocita di uno squalo limone (Negaprion brevirostris)
(colorazione di Wright).

tolineato che, benché alcuni granulociti dei pesci mostrino
una reazione tintoriale eosinofilica con le tecniche di tipo
Romanowsky, questo riscontro non suggerisce che queste
cellule abbiano la stessa morfologia o funzione degli eosi-
nofili dei mammiferi.

MONOCITI

I monociti sono presenti in basso numero nel sangue
periferico della maggior parte dei pesci (Fig. 4). Sono
grandi leucociti con un abbondante citoplasma di colore
blu-grigio, privi di granuli ed occasionalmente vacuoliz-
zati. Il nucleo occupa meno del 50% del volume cellula-
re, ¢ localizzato in posizione eccentrica ed ha una forma
variabile (tondeggiante o lobata). La cromatina nucleare
¢ grossolanamente granulare o reticolata e priva degli
ammassi spessi tipici dei nuclei dei linfociti. I margini
cellulari possono essere indistinti o irregolari a causa
della presenza di pseudopodi (proiezioni protoplasmati-
che). Lultrastruttura dei monociti indica esistenza di
analogie fra le cellule di questo tipo nelle varie specie itti-
che studiate.!

Soluzione di Natt ed Herrick*

Componenti

NaCl ... .. 3,88 ¢g
Na,SO, - 2,509
[Na;HPO,J[H 001y v oo 2919
Formalina (37%) ....................... 7,50 ml
Violetto digenziana2B ................... 0,10¢

Preparazione

| componenti vengono dissolti in acqua distillata sino
ad un volume totale di 1 I. La soluzione viene lasciata
sedimentare durante la notte e filtrata attraverso una
carta da filtro Whatman numero 2 prima dell’uso.

S
—_
(=]
(7]
L
=
<<
=
=
<<




84  Introduzione all'ematologia dei pesci

T monociti prendono parte alle lesioni infiammatorie e
sono elementi fagocitari.’? Quelli presenti nel sangue dei
pesci migrano verso le aree di inflammazione e, apparen-
temente, evolvono in macrofagi. I macrofagi isolati dai
pesci sono fagocitari e sintetizzano vari prodotti di secre-
zione (interleuchina, interferon, prostaglandine e leuco-
trieni).! I macrofagi dei pesci sono anche coinvolti nell’in-
trappolamento e nella presentazione dell’antigene; quindi
sono una componente importante della sorveglianza
immunitaria delle specie ittiche.

TROMBOCITI

I trombociti osservati negli strisci di sangue periferico
dei pesci presentano una morfologia variabile (Fig. 2). Le
tre forme comunemente osservate negli strisci colorati con
le tecniche di tipo Romanowsky sono quelle tondeggiante,
allungata e fusiforme. La forma pud variare con lo stadio
di maturita o il grado di reattivita. L'ultrastruttura dei
trombociti dei pesci presenta caratteristiche simili ai trom-
bociti dei mammiferi.! Come queste ultime, i trombociti
ittici tendono ad ammassarsi nei preparati (Fig. 5).

La forma del nucleo dei trombociti segue quella della
cellula. Il nucleo assume una colorazione porpora scuro e
contiene una cromatina densa. Il citoplasma ¢ incolore o
blu chiaro.

I trombociti dei pesci intervengono nella coagulazione
del sangue, che ¢ simile a quella degli uccelli e dei mammi-
feri.* Tl meccanismo di aggregazione trombocitaria, tutta-
via, pud non essere lo stesso di quello dell’aggregazione
delle piastrine dei mammiferi.

EMATOLOGIA CLINICA DEI PESCI

Lematologia prevede la valutazione degli eritrociti, dei
leucociti e dei trombociti in campioni di sangue periferi-
co. La determinazione dell’ematocrito ¢ un metodo sem-
plice e rapido per valutare lo status degli eritrociti negli
uccelli e nei mammiferi. Nei pesci, questo parametro varia
da una specie all’altra ed all'interno di una singola specie.
A causa di questa variabilita, il suo valore per la valutazio-

FIGURA 5 - Trombociti ammassati con granuli citoplasmatici eosinofili-
ci che indicano una reattivita. Il campione é stato prelevato da uno
squalo limone (Negaprion brevirostris) (colorazione di Wright).

ne dello stato di salute del pesce & stato considerato discu-
tibile. 13438

Per determinare la concentrazione dell’emoglobina nel
sangue dei pesci si possono utilizzare vari metodi. La tec-
nica della cianmetaemoglobina sembra fornire risultati pit
costanti rispetto alle altre.’* Dopo aver effettuato la lisi
degli eritrociti, il campione va centrifugato per eliminare i
nuclei liberi degli eritrociti prima di effettuare la lettura
spettrofotometrica per ottenere la misurazione della con-
centrazione dell’emoglobina.

Tl conteggio totale degli eritrociti pud essere effettuato
con metodi manuali che utilizzano varie soluzioni diluenti
e con un emocitometro (Fig. 6).

Il sangue pud essere diluito utilizzando il sistema
Unopette® (Becton-Dickinson) per gli eritrociti, oppure
servendosi di una pipetta da diluizione per eritrociti
(pipetta da globuli rossi) ed un fluido diluitore come la
soluzione di Natt e Herrick (vedi riquadro). Entrambi i
sistemi consentono di ottenere una diluizione 1:200 e il
sangue diluito viene utilizzato per riempire entrambi i
lati di un emocitometro di Neubauer migliorato
(American Optical).

Gli eritrociti nei 4 quadrati piccoli agli angoli e nel qua-
drato centrale dell’emocitometro vengono contati su
entrambi i lati. Si calcola il numero medio degli eritrociti
dei due lati dell’emocitometro e lo si moltiplica per 10.000
per ottenere il conteggio totale degli eritrociti per mm’® di
sangue. La morfologia eritrocitaria viene determinata in
base all’aspetto delle cellule in uno striscio di sangue colo-
rato con il metodo di Wright.

11 conteggio totale dei leucociti puo essere effettuato utiliz-
zando vari fluidi diluitori e coloranti, come la soluzione di
Shaw, il fluido di Rees-Ecker, quello di Dacie e la soluzione di
Natt ed Herrick.** Un fluido diluente e colorante, come la
soluzione di Natt ed Herrick, pud consentire di effettuare
con lo stesso emocitometro carico la determinazione del
numero totale di eritrociti, leucociti e trombociti.

Quando si effettua la determinazione del conteggio
totale dei leucociti con la stessa diluizione 1:200 utilizzata
per ottenere il numero degli eritrociti, si devono contare i
leucociti presenti in tutti e nove i quadrati grandi di
entrambi i lati dell’emocitometro. Il numero medio di leu-
cociti per nove quadrati grandi pitt il 10% dello stesso

FIGURA 6 - Aspetto degli eritrociti e di due leucociti in un emocitometro
(soluzione di Natt ed Herrick).



numero viene moltiplicato per 200 per ottenere il conteg-
gio totale dei leucociti per mm’ di sangue:

leucociti/mm’ =
(numero di leucociti in nove quadrati grandi + 10%) x 200

Quando si utilizza la soluzione di Natt ed Herrick, i leu-
cociti appaiono di colore blu e pit intensamente colorati
degli eritrociti. Questi ultimi sono tipicamente ovali e pre-
sentano un nucleo piccolo e blu scuro circondato da un
citoplasma incolore o rosa molto pallido. I leucociti granu-
locitari hanno un citoplasma granulare. La valutazione dei
leucociti viene completata dal calcolo della formula eritroci-
taria effettuata su uno striscio di sangue periferico colorato.

Il conteggio totale dei trombociti pud essere calcolato
utilizzando lo stesso emocitometro caricato con sangue
diluito servendosi della medesima diluizione utilizzata per
ottenere il numero totale di eritrociti e leucociti. Quando
si utilizza la soluzione di Natt ed Herrick, i trombociti
somigliano agli eritrociti, ma sono molto piti piccoli e pre-
sentano un rapporto nucleo/citoplasmatico piu elevato.
Per ottenere il conteggio totale dei trombociti, si devono
contare gli elementi di questo tipo presenti in tutti i qua-
drati piccoli del quadrato centrale grande di entrambi i lati
dell’emocitometro. Il numero medio di trombociti in un
quadrato grande viene moltiplicato per 2000 per ottenere
il numero totale per ciascun mm’ di sangue.

CONCLUSIONI

Lematologia clinica si ¢ dimostrata un utile mezzo diagno-
stico nella medicina degli uccelli, dei mammiferi e dell’'uomo.
Numerosi autori si sono impegnati a studiare la morfologia e
la funzione degli elementi cellulari del sangue dei pesci.
Compete alla professione veterinaria sviluppare le applicazio-
ni cliniche di queste utili informazioni. Allo scopo, si potreb-
bero applicare le tecniche dell’ematologia clinica ai pesci
(normali ed anormali) osservando le modificazioni cellulari
che si verificano nel sangue periferico di questi animali.
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