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RESUMEHN

Se estudiaron 100 armadillos, 36 capturados en el Munici--
pio de santa Ana Jilotzingo, Edo. de México (drea no endémica)-
y 64 en Escuinapa, Sinaloca (drea de alta endemicidad). Se toma-
ron muestras para blsqueda de BAAR en impronta de oreja, exuda-
do nasal y se buscaron lesicnes externas. Aguellos animales en-
donde se encontraron BAAR fueron sacrificados y se les hizo la-
autopsia en donde se buscaron nédulos subcutdneos y se tomaron-
biopsias de ganglioc linfdtico, higado, bazo, nervios, pulmén, -
piel y lengua, se hicieron improntas, se tifieron por el método-
de Ziehl-Neelsen y se determind el Iindice bactereoldgico por el
método de Ridley.

Se obtuvieron suspensiones bacilares a partir de nédulos -
subcutdneos y ganglios linfdticos (axilar, inguinal y lateral)-
por el método de Prabhakaran.

La identificacidén de las micobacterias se llevaron a cabo
en el Laboratoric de Investigaciones Inmunoldgicas y en el Medi
cal Research Institute del Florida Institute of Technology. Mel
bourne, Florida.

Las pruebas utilizadas para este propdsito fueron:

1. Inoculacidén de las suspensicnes bacilar en medios de cultivo
Lowenstein-Jensen y Midlebrck 7HI10.

2. Extraccidn de la &cido alcohel resistencia con piridina por-



el método propuesto por Convit.
3. Inoculacién en cojinete plantar de ratdn por el método de --

Shepard.

En 2 animales de drea no endémica se encontraron micobacte
rias dcido alcohol-resistentes, las pruebas de identificacidén -
demostraron que en uno de ellos era M.leprae, mientras gue en -
el otro estd por confirmarse si se trata de esta especie o de -
alguna otra.

En los 64 animales provenientes de el Estadc de Sinaloa, -
solo en uno se aislaron micobacterias que resultaron ser culti-
vables y hasta ahora no se ha encontrado infeccidn con M.leprae

en armadillos de ésta Aarea.



I NTRGG B UTEC €I ON

La lepra es una enfermedad infecciosa, crbnica causada por

Mycobacterium lepras, que afecta principalmente piel, nervios -

periféricos, mucosas y vias respiratorias superiores. De las en
fermedades transmisibles es una de las menos contagiosa: su pe
riodo de incubacién varia desde algunos meses hasta afios (26).-
La enfermedad presenta una variedad de formas clinicas que se -
han clasificado a lo largo de un espectro (35,59) y qgue van des
de la forma tuberculoide con lesiones localizadas definidas y -
bien circunscritas, con una inmunidad celular adecuada que limi
ta la proliferacién bacilar, hasta la forma lepromatosa en donde
estd ausente la inmunidad celular especifica, lo que favorece -
la amplia diseminacidn de bacilos y la aparicidn de la enferme-
dad progresiva, generalizada y grave con lesiones externas, di-
fusas y mal definidas.

Puesto gue la lepra es una enfermedad gue ha recibido gran
atencidén por parte de investigadores de muy diversas discipli--
nas, ha permitido tener un mejor conocimiento en cuanto a la re
lacién huésped pardsito.

Ridley y Jopling (61,62) propusiercn la clasificacién en -
la que se considera gue la relacién huésped-M. leprae se mani--
fiesta longitudinalmente a lo largo de un espectrc en donde se-

considera gque entre el polec lepromatoso (LL) y el polo tubercu-



loide (TT), estdn grupos intermedios que se han fijado conven--
cionalmente de acuerdo a sus caracteristicas y que son: limitro
fe lepromatosa (BL), el limitrofe (BB) y el limitrofe tubercu;—
loide (BT). Postericrmente se divididé a los lepromatosos en sus
formas polares (LLp) y subpolar (LLs). Este Gltimo, intermedio-
entre los LB y los LLp. En esta clasificacidn no se consideran-
los casos intermedics (I) gue presentan manchas mal delimitadas,
hipocrdmicas y anestésicas y no siendo posible ubicarlos en nin
gin sitic del espectro, sdlo con el tiempo se definirdn.

La enfermedad estd mundialmente distribuida principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales, por lo gue se consi
dera un problema de Salud Pdblica mundial. Ya que afecta aproxi
madamente 20 millones de individuos, existe en casli todo Asia.-
En la India, en el Sur de China, en el centro de Africa, en al-
gunas islas del Pacifico, Europa y en América desde el sur de -
Estados Unidos hasta América del sur (7,26).

En México la lepra se encuentra ampliamente distribuida
(Fig. No. 1) y segiin los datos de 1980 y 1984 reportan el nime-
ro de casos nuevos gue se registraron, encontrindose que el Es-
tado de Sinaloa sigue sufriendo el problema de la lepra con ma-
yor magnitud, le sigue en importancia, Colima, Nayarit, Jalisco,
Guanajuato, Michoacdn, Sonora y asi sucesivamente las demis en-

tidades en las gue el problema tiene poca importancia (5,6).
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M. leprae, descrito por Armauer Hansen en 1874 (24), es un
bacilo recto o ligeramente curvo, con extremos generalmente re-
dondos, mide de 0.3-0.5 X 1.0-8.0 micras. Es un pardsito intra-
celular obligado, no forma esporas, es Gram (+), acido alcohol-
resistente y en ocasiones muestra granulos de naturaleza desco-
nocida. Taxondmicamente pertenece al orden de los Actinomiceta-
les, familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. debido
a sus caracteristicas antigénicas, y a la presencia de acidos -
micélicos en su pared celular. Bioldgicamente se encuentra méds-
relacionado al grupo de micobacterias de crecimiento rdpido que
a las de crecimiento lento. El tiempo de generacidén es de 10 a-
20 dfas (57,73).

La transmisidén de la lepra se efectia por el contacto fnti
mo y prolongado del individuo susceptible con el caso infectan-
te, es decir bacilifero. La susceptibilidad del huésped es de -
gran importancia para entender la epidemiologia, la historia na
tural y la clasificacién clinica de la lepra. Generalmente se -
presenta en todas las edades y principalmente en estratos so---
ciceconémicos bajos.

El establecimiento de un estado infeccioso para M.leprae,-
depende de las caracteristicas genéticas y del estado inmunold-
gico del huésped mis que de las propiedades patogénicas del ba-

eilo.,



Desde el punto de vista genético se ha tratado de encon-—-
trar si la susceptibilidad a la lepra estd relacionada con ge--—
nes del MHC. Por lo que respecta a los loci A,B y C existe mu--
cha controversia y no se ha encontrado ninguna ascciacidén, sin-
embargo si se ha encontrado alguna asociacidn de los antigenos-
HLA - DR2 con la lepra tuberculoide, perc ningunc con la lepra-
lepromatosa (63).

Se presenta con mayor frecuencia en nifios y jovenes y en -
el sexo masculino mds que en el femenino. La incidencia de la -
lepra asi como la variedad, varia de una regidn geografica a --
otra.

Es dificil determinar la fuente de transmisifn, se piensa-
que puede ser a través de piel, (51) vias respiratorias (18,49)
o bien por la participacidn indirecta de vectores (30,45). Asi-
diversos investigadores han reportado gue en piel intacta de pa
cientes con lepra lepromatosa, se presenta un gran nimero de M.
leprae (48,51): asimismo han indicado gue la mayor carga bacte-
riana se presenta en los dedos. Es de gran importancia mencionar
gue un paciente lepromatoso con lesiones ulcerantes libera al me
dio ambiente en forma constante mias de 20 millones de bacilos --
(66). También se ha considerado gue sea por via respiratoria - -
(18,49) ya que en un estornudc se liberan alrededor de 2.8 X 108

bacilos (18). Otra posibilidad de infeccidén pero de forma indi--



recta seria la llevada a cabo a través de vectores como ha sido
propuesto por Rees (58,59) y Narayanan (45) dado que, experimen
talmente, encontraron gque cuando un mosquito pica a un paciente
con lepra lepromatosa, el germen permanece viable hasta por 48-
horas en el vector (46).

Kazda y col., (29) realizaron un estudio en vegetacidn mus
gosa en 6 regiocnes del drea costera de Noruega, gue fue una zo-
na endémica en el pasado. Los resultados obtenidos, mostraron -
la presencia de bacilos dcido-alcohol resistentes no cultiva---—
bles en dichos vegetales, por tanto es muy probable que la bac-
teria aislada sea M.leprae.

Durante mucho tiempo los estudios scbre M.leprae en cuanto
a su comportamiento, patogenicidad y la relacidn huésped-pardsi
to se vieron muy limitados por la imposibilidad de cultivarlo -
en medios sintéticos.

Por esta razén en 1956 Binford (3) empezd a buscar un ani-
mal de experimentacién el cual pudiera proporcionar un buen - -
abasto de bacilos. Dado que M.leprae tiene preferencia por las-
zonas frias, inoculd con este bacilo, las patas y orejas de ra-
tones, obteniendo cierta multiplicacién en el sitio de la inocu
lacién. Con estos hallazgos, se inicid la bisgueda de un modelo
experimental que permitiera no sdélo la obtencidén de bacilos si-

no el poder llevar a cabo estudios a largo plazo gue permitie--—



ran un mejor conocimiento de la enfermedad.

Un avance importante para la investigacién en lepra, fue -
en 1960 cuando Shepard (67) logrd la multiplicacién relativamen
te abundante de M.leprae fuera del humano al inocular cojinete-
plantar de ratén. Sin embargo este crecimiento se limita y no -
hay diseminacidén como la que se presenta en la lepra lepromato-
sa y no se prolonga mids de 10 meses.

Sin embargo la utilizacidén de este procedimiento no resul-
t6 adecuado como fuente de M.leprae, pero si de gran aplicacién
en otros aspectos importantes, como la determinacidn de viabili
dad del bacilo, en el contrcl de pacientes en tratamiento, eva-
luacién de la efectividad de fdrmacos anti-leprosos, determina-
cién de cepas resistentes a los medicamentos, estudios sobre va
cunas y como uno de los métodos utilizados para la identifica--
cidn del bacilo.

En 1971, Storrs (75), Kirchheimer y Storrs (32) inocularon

experimentalmente armadillos (Dasypus novemcinctus) con M.leprae

obtenidoc a partir de nédulos humanos, logrando 17 meses después-
de la inoculacién una infeccién generalizada, con todas las ca--
racteristicas histopatoldgicas, clinicas y bacterioldgicas de --
una lepra lepromatosa (13, 31, 33).

La lepra en los armadillos es mds severa que en el humano -

debido a que los primeros son mids susceptibles de modo gue un --



gramo de tejido de armadillo infectado contiene de 100 a 1000 -
veces mds bacilos que lo que se podria obtener de lg de tejido-

humano.

DESCRIPCION

Al igual que la mayoria de los mamiferos, los edentados se
originaron en el Paleocenc y pertenecen a la misma serie filoge
nética (unguiculados) donde también se ubican los insectivoros,
dermépteros, quirdpteros, folidotos y primates (70,78). Proba--
blemente el lugar de origen de los armadillos haya sido América
del Norte a partir de los Paleonodontes y rapidamente se exten;
dieron por el continente antes que hubiera la separacidén de los
continentes. Su mayor florecimiento fue al final del Eoceno ha-
ce 40 millones de afios, donde llegaron a existir 29 géneros, de
los cuales 20 estan extintos (74).

La familia Dasypodidae, comprende 20 especies y se encuen-
tran distribuidos en 9 géneros: 3 especies en el género Chaeto-

phractus, 1 en Euphractus, 1 en Zeadyus, 1 en Pricdontes, 4 en-

Cabassous, 2 en Tolipeutes, 1 en Clamidophorus, 1 en Burmeiste-

ria y 6 en Dasypus.
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TAXONOMIA DEL ARMADILLO DE NUEVE BANDAS

Phyllum Cordata
Subphyllum Vertebrata
Clase Mammalia
Suclase Eutheria
Orden Edentata
Suborden Xenarthra
Super familia Dasypodeoidea
Familia Dasypodidae
Subfamilia Dasypodinae
Género Dasypus
Especie novemcinctus Linn: 1758
(39)

DISTRIBUCION

Actualmente se encuentra distribuido desde la parte noroc-
cidental de Argentina y Uruguay, las islas de Trinidad Tobago y
Granada, toda América Central, México, salvo en la parte norte-
del altiplano central, Sonora y Baja California. En Estados Uni
dos se encuentra distribufdo en Florida y la parte central sur-
( 39,81).

En México solo se encuentra una sola especie, el Dasypus -

novemcinctus Linn (8l), comunmente concecido como armadillo, sin

embargo en algunas regiones se conoce come ayo-tochtli, nombre-
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derivado del Nahuatl (ayotl, tortuga; tochtli, conejo) (50). De
esta especie, se han reportado dos subespecies: Dasypus novem--

cinctus mexicanus Peters 1864 (52), gue se encuentra distribui-

do en la mayor parte del pais, y el Dasypus novecinctus davisi-

descrito por Russell en 1953 (64) y se encuentra en la zona de-
Huitzilac, Morelos, en la cuenca del Balsas y en las montaflas -
al norte de Morelos (Fig, No. 2).

Los armadillos adultos, son animales gue miden aproximada-
mente entre 70-90 cm de longitud total y llegan a pesar hasta 6
kg (75). Se caracterizan por la presencia de un caparazén, que-
esta formado por numerosos escudos dérmicos oscificados, su co-
lor es café obscuro, negruzco y las zonas laterales se observan
de color amarillo sepia.

El caparazén estd dividido en tres regiones, la anterior o
escapular que cubre la cabeza y hombros, la regidén posterior o-
pélvica que cubre la cadera y la parte central que estd formada
por 9 bandas méviles interconectadas por pliegues, Cada banda -
puede estar formada de 50 a 70 escudos gue de las zonas dista--
les son de forma poligonal y en las bandas son rectangulares --
(20, 39, 75, 81)., La cabeza estd cubierta por una gruesa capa -
de escudos gue se encuentran estrechamente unidos. La cola pue-
de estar formada por 12 & 15 anillos. El pelc es escaso, grueso

tieso y dspero, abundando en la regién abdominal (20,39). Asi--

mismo poseen patas pequefias y robustas con poderosas garras: 4-
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en las extremidades anteriores y 5 en las posteriores, gque les
sirven para cavar y como instrumentc de defensa. Otra caracte-
ristica de la especie es la ausencia de incisivos y caninos, y
solo estdn provistos de molaritormes simples sin esmalte.

Tienen una gran diversidad de hdbitat ecoldégicos dentro -
de los cuales se mencionan; zonas planas, cerros desiertos y -
bosques hlmedos. Viven en madrigueras gue ellos mismos cavan y
tienen varias entradas y salidas. Son de h3abitos nocturncs aun
que mds frecuentemente crepusculares, también suelen salir de-
madrugada. Son animales solitarios y solc en época de celo se-
encuentran en parejas. En ocasiones comparten su madriguera --
con animales gue no cofrecen peligrc o competencia alguna (37,-
39,79).

De acuerdo al estudio gque Kalback en 1943 (39,77) realizd
sobre el andlisis estomacal de armadillos, concluyd gue la ba-
se alimenticia consiste fundamentalmente de insectos en un - -
77.6% (41% Coleoptera, l1.4% Hymenoptera, 7.8% Lepidoptera y --
14.,2% cotros insectos), aungue también de lombrices de tierra,-
caracoles y mil pies en un 14.4%, de reptiles y anfibios en un
1.2%, huevos de aves, conejos y gramineas (39,77). Los armadi-
llos buscan a sus presas por medio del olfato, los atrapan con

sus garras y con la lengua las retienen debido a gue es &dspera

y pegajosa.
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Son animales que no hibernan, son muy sensibles al frio, -
quizd este ha sido el motive por el cual no han logrado habitar
lugares de alta montafia, n1 tampoco se han distribuido hacia ia
parte norte del continente (39, 77, 81).

La reproduccidén es especialmente importante debido a dos -

fendmenos aparentemente no relacionados; un largo periodo de -
implantacién y =l fendmeno de poliembrionia, que da lugar a la-
formacién de cuiddruples monocigotos idénticos, del mismo sexo -
(74). Los armadillos se reproducen una vez al afio y la ovula---
cidn ocurre de julio a agosto. Una vez que el évulo es fecunda-
do, las primeras divisiones se realizan en estado libre y al ca
bo de 14 a 16 semanas se lleva a cabo la implantacidén. De inme-
diato la vesicula embrionaria da origen a dos yemas, cada una -
se subdivide en dos y de esta manera guedan cuatro primordios -
de embriones. Cada feto posee su propio saco amnidtico, su pro-
pioc corddn umbilical y una sola unidén a la placenta (l). La pla
centa es hemocorial al igual que en el hombre (19). El parto se
lleva a cabo cinco meses después de la implantacidén. Los machos
poseen un par de testiculos gue se encuentran en el interior de
la cavidad abdominal y la hembra tiene un surco urogenital que-
simultaneamente sirve como uretra terminal, El (tero es simple,
los ovarios se localizan en la pelvis, se encuentran asociados-

a un tejido adrenal y gonadal, Cuando las hembras se encuentran

en cautiverio su morfologia es diferente a las de vida silves--
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tre ya que de alguna manera sufren alteracidén en su aparato re-
productor, motivo por el cual no se ha logrado su reproduccidn-
(17).

Tiene una temperatura corporal relativamente baja en rela-
cidn con la de los demds mamiferos. Debido a que su mecanismo -
de termorregulacién, es relativamente primitivo, por tanto favo
rece que su temperatura corporal se modifique de acuerdo con la
ambiental. Johanse (28) reportd que cuando la temperatura am---
biental es de 25°C, los limites de temperatura rectal en horas-
de reposo (por la mafiana) es entre 34°C y 35°C y en horas de ma
yor actividad (por la noche) es de 35°C y 36°C.

Otra caracteristica importante de estos animales es que —-
pueden dejar de respirar durante un lapso de hasta 10 minutos.-
En este tiempo la temperatura no se modifica, pues de inmediato
hay una rapida bradicardia y la cantidad de oxigeno arterial se
gasta en los primeros dos minutos y para los 8 restantes solo -
queda un 2%. Esto es interesante primero por sus hdbitos de ca-
var y segundo porgue pueden permanecer debajo del agua por un -
largo periocdo de tiempo (69).

El armadillo tiene una variada flora normal (9,53), y a me
nudo se le ve infectado con microorganismos y helmintos que pue
den también infectar al ser humano por lo que el conocimiento -

de esta situacién resulta importante ya que el armadillo podria
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considerarse como reservoric natural para dichos agentes. Den-
tro de estos se mencionan: salmonelas (55), leptospiras (8,10,
14,76), nocardias (22,23) y borrelias (75), también ectoparasi

tos del género Amblioma y endopardsitos como Trypanosoma cruzi

(15,16,25,47,79,80,82). Entre los nemidtodos se han reportado -
miembros de los Ordenes trichuroidea, strongiloidea, oxiuroi--
dea, ascaroidea, spiruroidea y filaroidea, también otros hel--
mintos como cestodos, acantocéfalos y trematodos digeneos (77).
En el laboratnric de investigaciones Inmunolégicas se ha esta-
do llevando a cabc un estudioc parasitcldgico en armadillos y -
hasta ahora se han encontrado los siguientes pardsitos: Amblio-

ma auricularium, Trypanosoma cruzi, Strongiloides sp. y un dca-

ro en estado ninfal conocidoc como hypopus y pertenece a los as-
tigmatas.

Aunque se ha aceptado que el hombre es el Unico huésped de
M. leprae se han encontrado armadillos silvestres infectados en
forma natural con esta miccbacteria (65). En 1975 walsh y col.,
(83) encontraron 7 armadillos silvestres infectados, en el Esta
do de Louisiana con todas las caracteristicas histopatoldgicas-
y bactereoldgicas de una lepra experimental. Posteriormente - -
Walhs y Storrs (84), encontraron una incidencia de esta infec--
cidén natural en el 10% de animales capturados en diferentes - -

dreas de Lousiana y en Texas (49 en Louisiana y 1 en Texas) y -
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fué demostrado por Meyers (43) y Binford (4) por todos los cri-
terios establecidos para su identificacidn gue era M. leprae u-
otra micobacteria indistinguible de este bacilo, Otros investi-
gadores han encontrado esta infeccidén en armadillos, Fox (21) -
en Mississipi, Anderson (2) y Kirchheimer (34) en Louisiana y -
Smith (71) en Texas. A pesar de estos hallazgos no ha podido --
ser confirmado en otros paises, en Colombia, Mufios Rivas (44) -

estudid 205 animales de las especies Dasypus novemcinctus, D. -

sabanicola y Cabassous centralis, en Praguay, Innami (27) tampo

co halld datos sugestivos de infeccidén leprosa en 453 armadi---

llos de las especies D. novemcinctus, Tolypeutes matacus, Chae-

tophractus villosus y C. vallerousus, asimismo en Venezuela, Ar

gentina y Guyana Francesa, aun no se han encontrado animales in
fectados en forma natural. Sin embargo el estudio se ha incre--
mentado en algunas zonas, Smith en 1983 (72) en Texas encontrdo-
una incidencia del 5%.

Hasta ahora, se pensaba que el armadillo podria ser el se-
gundo huésped de M. leprae, sin embargo Leininger (36) encontrd
un chimpancé infectado en forma natural con M. leprae, encon---
trandose lesiones nodulares en el labio inferior, en la fosa na
sal, en las cejas y en los testiculcs, semejantes a las encon--
tradas en infecciones experimentales. Por otro lado en 1979 - -

(40,41,43), se hizo el diagndstico histopatolégico de lepra a -



17

partir de una biopsia de piel de un mangabey hembra Cercocebus-
atys atys que habia sido importada de Africa central para estu-
dios no relacionados con lepra. Los hallazgos clinicos en este
mono incluyen infiltraciones nodulares difusas en orejas, cara,

lOBAAR/g -

antebrazo y hocico encontrdndose alrededor de 3.9 X 10
de tejido, los bacilos dcido alcohcl resistentes obtenidos re--—

sultaron ser Mycobacterium leprae. Suspensiones purificadas de-

estos bacilos fueron inoculadas en dos mangabey en donde se en-
contrd que desarrollaban una infeccidén progresiva y generaliza-
da semejante a la encontrada en armadillos experimentalmente in
fectados., Por lo gue resulto ser un excelente modelc, ya gue --
las biopsias estudiadas presentaron caracteristicas histopatold
gicas que van dentro del espectro desde la forma limitrofe has-
ta el poclo lepromatoso.

Ccon base a los hallazgos de la infeccidn natural con M. --
leprae en armadillos, y ya que en nuestro pais no se ha llevado
a cabo este estudio, fue de gran interés para nosotros realizar
la blsqueda de esta infeccién en la Unica especie de armadillos
D. novemcinctus provenientes de dreas endémicas y no endémicas-

de lepra.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 100 armadillos de los cuales 36 fueron captura
dos en el municipio de Santa Ana Jilotzingo, Edo. de México-
(3rea no endémica) y los 64 restantes en Escuinapa Sinalca -

(drea endémica).

A su llegada a la ciudad de México se instalaron en la peque
fia granja del departamento de Investigaciones Inmunoldgicas-—

del ISET, DGE, SSA.

La alimentacidén diaria para cada animal consistid de 75g. de

atlin, 4 cucharadas de Cerelac, 1 huevo y 250ml. de agua.

A cada armadillo se le tomaron muestras para blsqueda de - -
BAAR en: improntas de oreja, exudado nasal y lesiones exter-
nas.

La técnica de tincién empleada fue la de Ziehl-Neelsen.

En aquellos animales en los que se encontraron BAAR se sacri
ficaron y se llevé a cabo la autopsia buscando nddulos y to-
mando muestra de: ganglio linfitico, higado, bazo, nervios,-
pulmén, piel y lengua. De cada uno se hicieron improntas y -
aquellos Organos gue resultaron BAAR positivos, y se evalua-
ron de acuerdc con la escala de Ridley (60), Tabla No. 1. De
estos tejidos se utilizd una parte para la obtencién de sus-—

pensiones bacilares y la otra parte se puso en formol al 10%
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para estudioc histopatcldgico.
Tabla No. 1

Estd basada sobre el nimero de bacilos observados por campo - -

usando el objetivo de inmersién

6+ mas de 1000 bacilos por campo
5+ de 100 - 1000 bacilos por campo
4+ de 10 - 100 bacilos por campo
3+ de 1 - 10 bacilos por campo
2+ de 1 - 10 bacilos en 10 campos
1+ de 1 - 10 bacilos en 100 campos

6. La obtencidén de suspensiones bacilares fueron a partir de nd
dulos subcutdneos, ganglio linfitico lateral, axilar e ingui

nal y nervios, por el método de Prabhakaran (54).

7. Las pruebas utilizadas para la identificacién de las micobac
terias fueron:
a) Inoculacién en medio Lowenstein-Jensen y Midlebrok 7H10 -
incubdndose a 33° y 37°C durante 3 meses.
b) Extraccién de la dcido alcohol resistente con piridina de
acuerdo al método propuesto por Convit (12).
c) Inoculacidn en cojinete plantar del ratdn por el método -

de Shepard (67).
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Método de aislamientc de M. leprae

4g de tejido

Homogenizar en 20 ml de sacarosa
0.2M, Centrifugar a 1000 rpm
20 minutos

I ] |
Sobrenadante 1 Sedimento 1
Rehomogenizar en 20 ml de saca-

rosa 0.2 M, Centrifugar a 1000
rpm 20 minutos

Sobrenadante 2 Sedimento 2
(descartar)

combinar sobrenadantes 1 y 2 estratificar con 9-
ml de sacarosaal 0.2M scobre 12 ml de sacarosa 0.3M
y centrifugar a 10,000 rpm 10 minutos

I =

Sobrenadante 3 Sedimento 3

(descartar)
Suspender 9 ml de sacarosa
0.2M estratificar sobre
12 ml de KCL 1.5My centri
fugar a 10,000 rpm 10 minu
tos

I
Sobrenadante \
(descartar) Repetir el paso anterior

Suspender en 33ﬂ.de solu-
cién salina PO,
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Método de la extraccidn de la dcido-resistencia
1 Preparacién de extensiones en porta cbjetos con suspensiones
de:

a) bacileos obtenidos de armadillo

b) M. leprae

c) BCG

d) M. vaccae

e) M. lepraemurium
2. Fijar en solucién de Bouins durante 1 hora

3. Pasar en soluciones etandlicas al 90%, 70% y 60% durante 5 -

minutos en cada uno.
4., Lavar en agua corriente durante 2 minutes.
5. Tratar con solucién de piridina durante 2 horas.
6. Lavar con agua corriente durante 2 minutos.

7. Fijar en solucidn de formol-calcio durante 1 hora.

8. Lavar en agua corriente durante 2 minutos.
9. Dejar secar.
10. Tefiir con Ziehl-Neelsen.

11. Leer con objetivo de inmersidn.
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Inoculacién en cojinete plantar de ratdn.

Se inocularon los cojinetes plantares derechos de 16 ratones

3

Balb/c con 0.03ml de una suspensién gue contenia 5x 10~ ba-

cilos/ml.

Se obtuvieron suspensiones bacilares a partir de los cojine-

tes plantares de 4 ratones, cada 6, 9, 11 y 11172 meses.

Se hizo la cuenta bacilar por ccjinete plantar para evaluar-
el incremento en la multiplicacidén por el método de Shepard-

(68).

Método para la cuenta de BAAR.

Lls

Sobre un portaobjetos se distribuyen 104/ de la suspensidn-

bacilar en 3 circulos de 1 cm de didmetro.
Se dejan secar.
Fijar a emisidén de vapores de formol durante 3 minutos.

Calentar las preparacicnes sobre un bafio de agua hirviendo -

durante 2 minutos.

cubrir con seolucién de gelatina-fencl y dejar escurrir.
Repetir pasos 3 y 4.

Tefiir por el método de Ziehl-Neelsen.

contar el nimerc de bacilos por campo a lo largo del didme--

tro horizontal de cada unc de los 3 circulos (alrededor de -
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20 campos/ circulo).

9. Determinar el nimerc de bacilos aplicando la siguiente £Srmu

la:

Nimero de BAAR en
los 3 eirculos . (p/2)2

Nimerc de campos 10.41 4rea/campo
en los 3 circulos

BAAR/ml de muestra =

4. Con las suspensiones obtenidas se reinocularon nuevamente 16

ratones para confirmar los resultados previamente cobtenidos.
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RESULTADOGCS

De los 36 armadillos estudiados de Santa Ana Jilotzingo en

dos se encontraron BAAR en impronta de oreja y exudadc nasal.
1. El armadillo No. 1 llegd el 6-VIII-79 y murid el 23-X-79 por
causas desconocidas.

a) De la necropsia se obtuvieron los siguientes resultados -

de acuerdo con la escala de indice bactereoldgico de Ri--

dley (60).

Organos BAAR (BI)
Ganglio linfdtico +2
NS&dulo +2
Higado +1
Bazo +1
Nervio +1
Lengua +1

b) Se obtuvieron suspensiones bacilares de ganglio linfitico
y nédulo. Debido a gue en nuestrc laboratoric no se conta
ba con tcdas las condiciones necesarias para llevar a ca-
bo la identificacidn de las micobacterias halladas, las -
suspensiones se enviaron a la Dra. E.E. Storrs, al Flori-
da Institute of Technology, Medical Research Institute. -

Melbourne, Florida.
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Resultados Laboratorio de Investigaciones Inmunoldgicas

c) Las suspensiones obtenidas se sembrarcn en medio Lowens--
tein-Jensen y Middlebrok 7H10 y se incubarcn durante 3 me

ses a 37°C, no observandose crecimiento alguno.

d) Se hizo extraccidén de la dcido alcohol-resistencia con pi
ridina y estos organismos perdlercon la capacidad de rete-
ner la carbol fuchsina comc sucede con M. leprae de ori--

gen humanc y de armadillo.

Resultados del Medical Research Institute.

1.

5.

Las suspensiones bacilares gue se enviaron fueron inoculadas
en el cojinete plantar de ratones hembras Balb/c.

Debido al escasc numerc de bacilos se hizo pase ciego.

Las cosechas de los cojinetes se llevarcon a cabo a los 6, 9,

11 y 11 l/zlneses después de la inoculacién.

Se hizo cuenta bacilar de cada una de las suspensiones para-

determinar el grado de multiplicacién (Tabla No. 2)

Los bacilos obtenidos a partir del cojinete plantar se inocu
larcon en medic de Lowenstein-Jensen y Middlebrok 7H10 incu--
bandose a 33° y 37°C no encontrandose crecimiento después de
3 meses y hubo pérdida de la &cido alcohol resistencia cuan-

do se trataron con piridina.

Se hizo una reinoculacidn en ratones encontrindose resulta--



26

dos similares a los anteriores con lo gue se demostrd que --

los BAAR encontrados eran Mycobacterium leprae.

2. El armadillo No. 2 llegd el 3-I-80 y murid por neumonia el -
14-1-80.
a) Tanto en exudado nasal como en impronta de oreja se obser

varon BAAR.

b) En el estudic de las biopsias obtenidas en diferentes &r-

ganos en la necropsia, se obtuviercn los siguientes resul

tados:

Organcs BAAR (BI)
Ganglio linfitico +2

*

Nodulo +2
Higado +1
Bazo +1
Lengua +1

c¢) Se obtuvieron suspensiones a partir de ganglio linfatico-

y nbédulos,

d) Las suspensiones bacilares se dividieron en dos partes, -
una se estudid en nuestro laboratoric y la otra se envid-

a la Dra. Storrs para su identificacién.

Resultados Laboratoric de Investigaciones Inmunoldgicas.
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Las suspensiones se inocularon en medio de Lowenstein - -
Jensen y Middlebrok 7H10 a 37°C durante 3 meses, no encon

trandose crecimiento alguno.

Se hizo extraccidén de la acido-resistencia con piridina y

se encontrd un comportamiento similar al de M. leprae.

Resultados del Medical Research Institute.

a)

b)

c)

d)

A las suspensiones enviadas se les hizo cuenta bacilar, -

encontrandose los siguientes resultados (Tabla No, 3).

" ; - 5 )
La suspension bacilar de ncdulo, tuvo 3.8 X 10 bacilos/ml
de esta suspensién se inoculd 0.03 ml en cada cojinete --

plantar, en 10 ratones hembra Balb/c.

La cosecha de los cojinetes se llevé a cabo 10 meses des-
pués de la inoculacién y se encontrd un incremento tardio
de la multiplicacidn del bacilo de 5.7X 10° BAAR/ por co-

jinete.

La utilizacién de las pruebas de identificacién demostra-
ron gue son BAAR no cultivables y gue por tratamiento con

piridina pierden la &dcido alcchol resistencia.

Por los resultados cbtenidos es muy sugerente gue el baci
lo aisladc de este armadillo sea también M. leprae, por -

lo gque se hardn reincculaciones en cojinete plantar de ra
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tones para su confirmacidn.

b. De los 64 armadillos provenientes de Escuinapa, Sinaloa en -
uno de estos (A - 1l4) se encontraron BAAR en exudado nasal -
asi como en impronta de oreja. El animal llegé a nuestra - -

granja el 7-III-81 y fué sacrificado el 7-v-81.
a) Se hicieron suspensiones a partir de oreja y de higado.

b) Los métodos utilizados para la identificacién de estos --
BAAR demostraron que no se trataba de M. leprae ya que en
la inoculacién en el cojinete plantar del ratdén a partir-
de una suspensién que contenia 6 X 103 bacilo/ml. se encon
tré un incremento en la multiplicacidn del bacilo durante
los 2 primeros meses, siendo de 70X 10° hasta 1,7}(109,
por otro lado hubo crecimiento en Lowenstein-Jensen y - -
Middlebrok 7H10 presentando colonias caracteristicas de -
micobacterias escotocromdégenas y nc hubo perdida de la --

dcido resistencia cuandec se trataron con piridina,
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DISCUSTION

A pesar de gue el hombre ha sido considerado como el inico
huésped susceptible de M. leprae, en 1975 Walsh y Storrs (83),-
encontraron que 7 armadillos silvestres gue habian sido captura
dos en el estado de Louisiana, Estados Unidos estaban infecta--
dos con una micobacteria y que presentaban una enfermedad simi-
lar a la lepra humana. La identificacidén de estas micobacterias,
utilizando los criterios establecidos por Binford y col., (4),-
Meyers y col., (42), demostrd qgue se trataba de M. leprae. En -
1977 walsh y Storrs (84), encontraron una incidencia del 10% de
esta infeccidn en forma natural en estos animales (49 en el es-
tado de Louisiana y 1 en el estado de Texas) Anderson (3), - --
Smith (71), Fox y Kirchheimer (33) corroboraron estos hallazgos
aln cuande con una incidencia muy baja. Smith en Texas en 1983-
reportdé una incidencia del 5%.

Por otro lado investigadores como Mufios Rivas en Colombia-
(44), convit en Venezuela (11), Innami en Paraguay (27) y Baran
tan en Guyana Francesa, no encontraron esta infeccidn con M. --
leprae.

En nuestro pais desde 1978 se inicid la blsqueda de la in-
feccidn natural por M. leprae de armadillos silvestres prove---
nientes de diversas &reas del pafis.

De los 36 animales estudiados en el Estado de México (area
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no endémica de lepra) en dos se encontraron bacilos dcido alco-
hol resistentes. En uno de ellcos se ha clasificado como M. le--
prae segin los criterios de identificacién establecidos, mien--
tras que los resultados obtenidos del segundo animal son suge--
rentes de que sea M. leprae, perc aln falta confirmarlo,

De los 74 armadillos estudiados provenientes del estado de
Sinaloa (drea endémica) solo en uno de ellos se encontraron - -
BAAR, los resultados de la identificacién demostraron que se —-
trataba de una micobacteria cultivable,

En el momento actual es dificil dar una explicacidn en - -
cuanto a la importancia del hallazgo de esta infeccidn con M. -
leprae en armadillos silvestres. Desde luego, existe la posibi-
lidad de gue este animal resulte ser un reservorio del germen,-
en cuyo caso deberd hacerse un estudio epidemioclSgico en &reas-
en donde coexistan casos de lepra con abundancia de armadillos.

Seria dificil explicar los hallazgos de infeccién con M. -
leprae en armadillos provenientes de un &rea no endémica pero -
podria haberse debido a que estos animales hayan migrado de al-
guna zona cercana en donde existan casos de lepra o bien el que
en el drea en donde se capturaron hayan existido enfermos lepro
sos que no fueron registrados. Por lo que consideramos necesa--
rio llevar a cabo un estudio epidemiclégico tanto en aquellas -

dreas en donde la incidencia de la lepra es alta y en aquellas-
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gue se consideran no endémicas.

La discrepancia que existe entre la incidencia de la infec
cidén en armadillos informada por diferentes investigadcres pue-
de deberse al azar, en cuanto al nimero de armadillos estudia--
dos y el drea en donde han sido capturados. Puede ser gque la al
ta incidencia de animales infectados en forma natural correspon
da a areas en donde la enfermedad en el hombre es también alta-
como seria lo gue reportan Walsh y Storrs en el Estado de Loui-
siana en Estados Unidos, También puede ser, que el hibitat de -
esos lugares sea mis favorable para la transmisidn de la enfer-
medad, aunque también es probable la posibilidad de que existan
diferencias de susceptibilidad de las cepas de armadillos, pu--
diendo ser esta mayor en unas areas que en otras.

Se presume que el armadillo puede adquirir la infeccidn a-
través del contacto directo con individuos infectados, fomites-
o desechos contaminados. La forma de transmisidén de armadillo a
armadillo no se conoce, pero se ha observado gue hay una gran -
eliminacién de bacilos en secreciones nasales de animales con -
una infeccién generalizada y también ha sido encontrado el baci
lo en la leche de las hembras lactantes capturadas con la enfer
medad (85).

Puesto que se ha observado que el M.leprae puede sobrevi--

vir en diferentes tipos de suelo, podria ser esta una explica--
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cidén de la infeccidén de armadillos silvestres. Del suelc se han
aislado diferentes especies de micobacterias, algunas son saprd
fitas mientras gue otras son patégenas al hombre o animales, --

por ejemplo M.tuberculosis, M.bovis, M.avium y M.intracellulare.

Lobel en 1936 (38), reportd el hallazgo de una infeccidn lepro-

sa en blifalos acudticos (Bubalus bubalis), distribuida en piel-

y mucosa nasal, adquirida probablemente por el contacto con el-
fango. Por otro lado Van Ness relaciondé la aparicidn de infec--
ciones micobacterianas en ganade vacuno con los suelos alcali--
nos hlmedos y ya sea que estos tipos de suelos favorecen el cre
cimiento de bacilos dcido alcohol resistentes o bien pudieran -
bajar la resistencia del huésped.

La hipltesis de van Ness y Kazda sobre la posibilidad de -
gue M.leprae pueda subsistir en suelos con pH extremos parece--
ria improbable, sin embargo pudiera ser que hay una adaptacidn-
del microorganismo al medioc ambiente.

Estos resultados son congruentes con los hallados por Walsh
y Storrs, en Louisiana ya gque el tipo de suelo en ésta area es -
alcalino, Kazda (21) encontrd bacilos dcidos alcohol resistentes
no cultivables en raices de musgo de pantanos (Sphagnum) en No--
ruega en donde la lepra fue endémica. Cuando estas bacterias fue
ron incculadas en el cojinete plantar de ratén, estas presenta--

ron una curva de crecimiento tardio caracteristico de ‘M.leprae.-
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El musgo de los pantanos posee un pH de menos de 5.

Si la micobacteria es capaz de sobrevivir en este tipo de-
medio, esto podria demostrar gue es una de las mds resistentes.

Otra posible forma de transmisidén es a través de vectores-
come ha sido propuestc por Rees (58) y Narayanan (45) guienes -
encontraron que el nimero de bacilos que puede cobtener por pi--
quete un artrépodo de un paciente lepromatoso, ain cuandoc no --
llega a ser tan grande como el que se elimina por secreciones -
nasales, podrfa ser el adecuadoc para infectar tanto a humanos -
como armadillos de acuerdo con su susceptibilidad. También el -
picar armadillos infectados pudieran ser un medio de transmi---
sidén ya sea al hombre o a otro animal, El M.leprae puede perma-
necer viable de 2 a 7 dias después de haber sido excretado por-
via nasal alin en condiciones ambientales secas (18) esto es im-
portante ya que las moscas pueden contaminarse a través de se--—
creciones humanas © del medio ambiente (23,59).

Las diferentes hipdtesis para explicar la forma en que el-
armadillo adquiere la infeccién con M.,leprae hacen necesario --
que se siga investigando para demostrar cudl de ellas es valida.
Ademds, es necesario indagar si existe una via de transmisidn -
de armadillo a armadillo o bien de hombre al armadillo y de es-
te al hombre, Si esto resulta cierto, podria entonces conside--

rarse a este animal como un reservorio de M.leprae,.
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Otra posibilidad que deberia ser explorada, es que la mico
bacteria aislada no sea M.leprae, sino otra que por los métodos
de identificacidén con que se cuenta actualmente no es posible -

diferenciarla.
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CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como finalidad la blsqueda de infeccién-
natural con M.leprae en armadillos silvestres, provenientes de-
un drea en donde la lepra es de alta endemicidad y de otra zona
en donde no es endémica.

Se encontraron 2 armadillos de drea no endémica infectados
con micobacterias, en uno de estos se demostrd que era Mycobac-
terium leprae, y en el otro animal los resultados preliminares-
de identificacidn son muy sugerentes de que se trate de esta mi
cobacteria. Estos resultados aun cuando el niUmerc de animales -
estudiados es pequefio concuerdan con los hallazgos de otros in-
vestigadores.

Queda por llevar a cabo un estudio epidemioldgico incremen
tando el nimero de armadillos y demostrar de ser posible la for
ma de adguirir la micchacteria y su posible papel en la transmi
sidén de la enfermedad de armadillo o armadillo asi como la - --

transmisidén de hombre a armadillo y de este al hombre.
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