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Un aspecto clinico muy 1til para establecer el estado
de salud de un animal, y cémo su medio ambiente lo
afecta es la concentracién de inmunoglobulinas. Los
niveles de inmunoglobulinas pueden relacionarse con
algunas enfermedades y pueden usarse para corrobo-
rar el diagndstico de éstas (Turgeon, 1996). Ademas el
sistema inmunolégico de algunos animales es afec-
tado por sustancias que contaminan su habitat natu-
ral. Estas sustancias deprimen el sistema haciéndolos
susceptibles a enfermedades y provocando un
aumento significativo en la mortandad de algunas
especies (Ross, 1995). Para detectar estas fluctuaciones
en el sistema inmunolégico, es necesario conocer los
niveles normales de inmunoglobulinas en individuos
de poblaciones naturales.

En este estudio determinamos las concentraciones
de inmunoglobulina G (IgG) en individuos de tres
poblaciones de manaties (Trichechus manatus) de
Puerto Rico, Colombia y Florida.

Las muestras de sangre se obtuvieron de manaties
silvestres capturados como parte de un proyecto de
radio-telemetria en Ceiba, Puerto Rico (n = 2); mana-
ties en rehabilitacion en Puerto Rico (n = 2); manaties
en semi-cautiverio rescatados en la provincia de Mag-
dalena, Colombia (n = 20); y manaties en cautiverio
rescatados por Sea World en Florida (n = 5). Los mana-
ties de Colombia y de Puerto Rico fueron capturados
utilizando una red y llevados a un 4rea de sombra
para examinarlos y tomar las muestras. Las muestras
de Florida se tomaron como parte de eximenes rutina-
rios en el acuario. Las muestras de sangre se tomaron
del plexo venoso, al lado palmar de la aleta pectoral,
entre el radio y la ulna (Geraci y Lounsbury, 1993). La
sangre se colecté en un tubo estéril que se colocé en
posicién vertical a temperatura ambiente (22-25°C)
por 30 minutos para permitir la coagulacion. Luego la
muestra se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos. El
suero se dividi6 en alicuotas de 2 ml y se congel6 hasta
ser analizado.

Se utiliz6 una placa de 12 fosas de inmunodifusiéon
radial (RID, siglas en inglés) para IgG humana (Hycor
Biomedical’s Accuplate Radial Immunodifussion Test
System). Se descongelé una alicuota de cada indivi-
duo a temperatura ambiente. Como ensayos previos
habian demostrado que el suero puro produce aros de
precipitacién demasiado grandes como para ser leidos
con la tabla de referencia del RID, se diluy¢ el suero
con solucién salina a una concentracién de 1:2 'y 1:4. Se
aplicaron 5 microlitros de muestra en cada fosa.
Ambos andlisis (1:4 y 1:2) se procesaron simultidnea-
mente. Para validar el equipo se hicieron controles con
muestras de sangre humana con valores altos y bajos
en cada ensayo. Se cubrieron las placas y se dejaron a
temperatura ambiente por 24 horas. Se midieron los
aros de precipitacion al 0.1 mm mds cercano usando
una regla especial (Quip meter, Helena laboratories).
Doce dias después se hizo otro analisis con las mues-
tras diluidas 1:4. Luego de cuatro meses se corri otro
andlisis. En este ultimo las concentraciones muy altas
de IgG se diluyeron 1:8 y las otras se diluyeron 1:4.
Para establecer una relacion entre los didmetros de los
aros de precipitacién y la concentracion de IgG real, se
diluy6 IgG pura de manati de Florida, a tres concen-
traciones (1:2, 1:4 y 1:8) con solucién salina. Las tres
concentraciones se procesaron en el RID.

Los datos se analizaron mediante el método estadis-
tico Nested ANOVA modelo II para el analisis de
muestras de distintos tamafios (Sokal y Rohlf, 1989).
Se analizaron diferencias entre poblaciones y entre
individuos, diferencias por el tiempo de almacena-
miento de la muestra y diferencias entre las diluciones
utilizadas. Los datos de Colombia y Florida se analiza-
ron para diferencia entre sexo utilizando el método
estadistico de clasificacién singular ANOVA.

Los aros de precipitacién del suero de manati fueron
mas tenues que los de humanos. La curva de la con-
centracién de IgG pura de manati tomada con sus res-
pectivos didmetros de precipitacion en el RID, estd
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FIG. 1. Curva estdindar de concentracion de IgG
pura de manati de Florida.
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TABLA 1. Promedio de los tres ensayos para la concentracion de inmunoglobulina G (IgG) de manati de tres

localidades.

Individuo Localidad Sexo Concentracion con RID TR  Concentraciéon basada en ecuacion
NEPST410 Colombia M 1803.00 180.58
NEPST402 Colombia F 2745.00 315.84
NEPST157 Colombia F 3518.00 367.43
NEPST219 Colombia M 3232.00 412.38
NEPST216 Colombia F 3323.60 432.37
NEPST411 Colombia F 3459.71 485.07
NEPST224 Colombia M 4670.67 563.40
NEPST218 Colombia F 4994.50 592.02
NEPST154 Colombia M 6051.00 613.13
NEPST116 Colombia M 5050.50 618.93
NEPST166 Colombia M 4764.40 651.14
NEPST409 Colombia F 6148.00 654.24
NEPST213 Colombia M 6496.00 683.28
NEPST404 Colombia F 5970.67 721.19
NEPST221 Colombia M 5581.33 750.94
NEPST405 Colombia M 6668.00 1012.72
NEPST156 Colombia F 5674.67 1074.27
NEPST225 Colombia F 6332.00 1153.79
NEPST153 Colombia M 6724.00 1453.75
NEPST151 Colombia F 5830.00 1461.62
NEPST212 Puerto Rico M 7581.33 1023.90
STPRO3 Puerto Rico M 13620.00 1829.50
NEPST175 Puerto Rico M 18536.00 1897.02
TPR-08 Puerto Rico M 19312.00 2725.52
‘SWF-TM-7918-B  Florida F 3450.50 435.78
SWE-TM-9004-B  Florida M 3326.00 891.07
SWF-TM-8827-B  Florida F 6094.67 1232.91
SWF-TM-8302-B  Florida M 9198.00 1470.74
SWE-TM-8921-B  Florida M 13440.00 2373.35

'TR = Tabla de referencia para IgG humana de RID
NEPST# = Neptuno Stranding

’TPR# = Telemetry Puerto Rico

‘SWF-TM# = Sea World of Florida- Trichechus manatus

definida por la siguiente ecuacién: y = 9.21 - 43.68x +
13.95x2 (Fig. 1). Todas las concentraciones de IgG se
calcularon usando la ecuacion antes descrita y la tabla
de referencia de RID para IgG humana.

Los valores para la concentracién de IgG de mana-
ties, segtin la curva de IgG puro, fueron de 154.28 a
2068.89 mg/dl para manaties de Colombia; de 720.48 a
3324.96 mg/dl para los de Puerto Rico; y de 287.33 a
2901.75 mg/dl para los de Florida. Sin embargo, utili-
zando la tabla de referencia de RID para IgG humana
los valores fueron maés altos, con 1068.00 a 11268.00
mg/dl para Colombia; 2256.00 a 13440.00 mg/dl para
Florida; y 5720.00 a 19312.00 mg/dl para Puerto Rico.

Promediando los tres andlisis hechos por individuo
(Tabla 1), el valor para la concentracion de IgG segtin
la curva de IgG pura fue de 180.58 a 1461.62 mg/dl
para Colombia, de 1023.90 a 2725.52 mg/dl para
Puerto Rico; y de 435.78 a 2373.35 mg/dl para Florida.
Utilizando la tabla de referencia de RID para IgG
humana los valores promedios fueron también mads

altos, siendo de 1803.00 a 6724.00 mg/dl para Colom-
bia; de 7581.00 a 19312.00 mg/dl para Puerto Rico; y
de 3326.00 a 13440.00 mg/dl para Florida.

La concentracién promedio, basada en la curva de
IgG puro, para Colombia fue de 681.56 mg/dl, para
Puerto Rico de 2491.98 mg/dl y para Florida de
1280.77 mg/dl. Al medir la concetracion promedio
para los individuos utilizando la tabla de referencia de
RID, ésta fue 4659.63 mg/dl para Colombia, 12547.43
mg/dl para Puerto Rico y 5881.17 mg/dl para Florida.

El anélisis estadistico de los valores de las concentra-
ciones de IgG, obtenidos usando la ecuacién cuadra-
tica, fue significativo para tamarfio de grupo (P = 0.05).
El andlisis entre grupos no fue significativo, indicando
que no hay diferencia significativa entre las muestras
corridas en distintos dias y a distintas diluciones. Tam-
poco hubo diferencia por sexo, en manaties de Colom-
bia y Florida. Iguales resultados se obtuvieron al
analizar las concentraciones de IgG obtenidas utili-
zando la tabla de referencia de RID para IgG humana.
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Los valores de concentracién de IgG obtenidos para
las poblaciones estudiadas pueden servir como base
para estudios inmunolégicos futuros y para el diag-
nostico de animales inmuno-deprimidos. Estos valo-
res también pueden ser ttiles para aquellos que se
dedican a la rehabilitacién de manaties enfermos. En
algunos casos, los niveles de inmunoglobulinas pue-
den utilizarse para corroborar el diagnéstico de enfer-
medades y observar su progreso. El establecimiento
de un sistema sencillo, practico y poco costoso para
medir la concentraciéon de IgG en suero de manaties es
particularmente importante para los investigadores
que a menudo confrontan deficiencias presupuesta-
rias. El sistema Hycor Biomedical’s RID puede usarse
con este proposito.

La diferencia entre los aros de precipitacién forma-
dos al utilizar suero humano versus los del suero de
manati puede atribuirse a que el equipo estd disefiado
para reaccionar con la IgG humana; sin embargo, se
presume que el equipo puede detectar la IgG de
manaties, ya que en general la molécula de IgG ha
sufrido poco cambio durante la evolucién de los
mamiferos (Nash y Mach, 1971; Britt y Howard, 1983;
Ross, 1995).

La calibracién de este sistema a través de una ecua-
ciéon que relaciona el didmetro de precipitacion del
suero de manati con la concentraciéon de IgG también
es importante. Esto se hizo utilizando una muestra de
IgG pura de manati, por lo que las concentraciones
eran conocidas. Los resultados cuantitativos de ambos
métodos no son iguales; al igual que en analisis de
laboratorio para humanos, la utilizacién de distintas
metodologias arrojan distintos resultados. Lo impor-
tante es tener para cada sistema y poblacién los valo-
res de referencia.

Los resultados obtenidos son similares a los infor-
mados para delfines (Sweeney et al., 1987), aunque los
manaties muestran un valor mayor. La diferencia sig-
nificativa encontrada para tamafio de grupos entre las
tres poblaciones va de acuerdo a lo esperado, ya que a
pesar de pertenecer a la misma especie, éstas se
encuentran sometidas a influencias ambientales dife-
rentes.

Nuestros resultados permiten validar el uso del sis-
tema de inmunodifusién radial disefiado para huma-
nos (RID) para ser utilizado con suero sanguineo de
manatfes.
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