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Caracterizacion molecular y biolédgica del virus de la Rabia
que circula en zorrillos de México enfocado a la variante
del gen de la fosfoproteina (P)

Molecular and biological properties of rabies viruses circulating in
Mexican skunks: focus on P gene variation

Elizabeth Loza-Rubiod, Susan A. Nadin-DavisP, Elizabeth Morales Salinas¢

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion molecular y bioldgica del virus de la rabia en zorrillos de México, comparando
una porcion de la secuencia viral del gen P, con regiones correspondientes de variantes de virus rabico adaptadas en zorrillos
y pertenecientes al genotipo 1 (virus de la rabia “clasica’), que circulan en América. Como parte de la caracterizacion biolégica
se incluy6 el periodo de incubacién y las lesiones histopatol6gicas después de la inoculacién del virus por via intracerebral en
ratones. De acuerdo a los resultados de estudios filogenéticos, las cepas de zorrillo mexicano (variante antigénica (AV8 y AV10)
son muy distintas en cuanto a su evolucién. El aislado AV10 de Baja California Sur esta muy relacionado con los virus que
circulan en zorrillos de California; mientras que el aislado AV8 de San Luis Potosi tuvo mayor relacién con la cepa del zorrillo
del Centro/Sur que circula en los estados del sur, como Texas. Estas variantes se reflejaron en algunas propiedades bioldgicas
de ambas cepas en ratones.

PALABRAS CLAVE: Rabia zorrillos, Epidemiologia molecular, Periodo de incubacion, Gene P.

ABSTRACT

The objective of this work was to characterize molecularly rabies viruses from Mexican skunks, by comparison of a portion of
the viral P gene sequence with corresponding regions from other skunk-adapted rabies virus variants and with other
genotype 1 rabies viruses that circulate in the Americas. Furthermore, incubation period and histopathologic lesions after virus
inoculation by the intra-cerebral route in mice was characterized. According to the results of phylogenetic studies the Mexican
skunk strains (Antigenic Variant (AV) 8 and AV10) are evolutionarily quite distinct. The AV10 isolate from South Baja
California is quite closely related to the viruses that circulate in Californian skunks; while the AV8 isolate from San Luis Potosi
was most closely related to the South central skunk strain that circulates in southern states such as Texas. These variations were
reflected in some biological properties of both strains in mice.

KEY WORDS: Rabies, Skunks, Molecular epidemiology, Incubation period, P gen.

INTRODUCCION INTRODUCTION

La rabia es una enfermedad en la que se presenta The disease of rabies is an acute, progressive,
encefalitis aguda, progresiva e incurable, causada incurable encephalitis caused by all members of the
por todos los miembros del género Lyssavirus de la Lyssavirus genus of the Rhabdoviridae family. The
familia Rhabdoviridae. Este género contiene hasta genus Lyssavirus contains 11 viruses: rabies virus
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ahora 12 virus: el de la rabia (VRAB), virus del
murciélago Lagos, virus Mokola, virus Duvenhage,
Lyssavirus del murciélago europeo tipo 1y 2 (EBLV-
1y EBLV-2), Lyssavirus del murciélago Australiano,
virus Aravan, virus Khujand, virus Irkut y virus
caucasico del oeste(1). Una nueva especie propuesta
es el virus del murciélago de Shimoni que ha sido
recientemente aislado del murciélago con nariz en
forma de hoja (Hipposideros commersoni)(2).
Aunque varios genotipos de Lyssavirus son
reconocidos mundialmente(2.3), sdlo el virus
genotipo 1, representado por el virus de la rabia
serotipo 1 clasico, es sabido que circula en el
continente Americano(4.5),

La rabia urbana en Meéxico ha sido
significativamente reducida durante la ultima década
por control canino intensivo y campanas de
vacunacion(®). Sin embargo, al reducir el ndmero
de casos de rabia en perros, ha sido muy notoria
la presencia de rabia en varias especies silvestres
tanto de vida terrestre como aérea(7.8,9,10), E|
murciélago vampiro (Desmodus rotundus) representa
al portador que con mayor frecuencia transmite la
rabia a humanos y al ganado, principalmente bovino,
pero también se ha informado del potencial que
presentan los zorrillos para causar esta enfermedad
en humanos(I1). La especie principal de zorrillo
que actGa como reservorio de rabia en México es
el zorrillo moteado (Spilogale putorius), aunque
otras especies como el zorrillo de nariz porcina
(Conepatus leuconotus) han sido documentadas
como rabiosas(Il). Por otro lado, en Canada y en
Estados Unidos de América la especie de zorrillo
mas comUnmente asociado con la rabia es el zorrillo
rayado (Mephitis mephitis)(12).

Se ha encontrado que los métodos antigénicos, que
utilizan un panel reducido de anticuerpos
monoclonales, identifican las siguientes variantes
antigénicas (AV) en reservorios silvestres mexicanos:
A/3 y 11 cuyos portadores son los murciélagos
vampiros, AV4 y 9 detectadas en murciélagos de
cola de raton (Tadarida brasiliensis), AV7 de linces
y zorros, y dos tipos antigénicos, AV8 y AV10
asociados con zorrillos en dos partes del pais, una
region central que incluye a San Luis Potosi (SLP)
y Baja California Sur (BCS), respectivamente(9).
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(RABV), Lagos bat virus, Mokola virus, Duvenhage
virus, European bat lyssaviruses types 1 and 2
(EBLV-1 and EBLV-2), Australian bat lyssavirus,
Aravan virus (ARAV), Khujand virus (KHUV), Irkut
virus, and West Caucasian bat virus(1). A proposed
new species, Shimoni bat virus has recently been
isolated from Hipposideros commersoni leaf-nosed
bats(2). Although several Lyssavirus genotypes are
now recognized world-wide(2:3) only genotype 1
viruses, represented by classical serotype 1 rabies
virus, is known to circulate on the American
Continent(4.5).

In Mexico, urban rabies has been significantly
reduced over the past decade due to intensive dog
control and dog vaccination campaigns(6). However,
with the reduction of dog rabies it has become
increasingly evident that sylvatic rabies circulates
in several wildlife species of both terrestrial and
aerial life-styles(7.8,9,10). The vampire bat
(Desmodus rotundus) represents the host that most
frequently transmits rabies to humans and livestock,
especially cattle, but the potential role of skunks in
causing human disease has been documented(11).
The principal species of skunk that appears to act
as a rabies reservoir in Mexico is the spotted skunk
(Spilogale putorius) although other species such as
the hog-nosed skunk (Conepatus leuconotus) have
been reported as rabid(1). In contrast, in Canada
and the US the species of skunk most usually
associated with rabies is the striped skunk (Mephitis
mephitis)(12).

Antigenic methods, employing a small panel of
monoclonal antibodies, have been found to identify
the following antigenic variants (AVs) in Mexican
wildlife reservoirs: AV3 and 11 carried by vampire
bats, AV4 and 9 in Mexican free-tailed bats
(Tadarida brasiliensis), AV7 recovered from bobcats
and foxes and two antigenic types, AV8 and AV10
associated with skunks in two different parts of the
country, a central region including San Luis Potosi
(SLP) state and South Baja California (SBC)
respectively(®). It is known that for example AV 8 and
AV 10 refer to variants of rabies virus maintained in
skunk populations, and so on. It is known that for
example AV 8 and AV 10 refer to variants of rabies
virus maintained in skunks populations, and so on.
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Es sabido por ejemplo que las variantes AV8 y
AV10 se refieren a variantes antigénicas del virus
de la rabia mantenidas en poblaciones de zorrillos.

La caracterizacion parcial de las secuencias del gen
N del virus de la rabia de algunas representantes
de estas variantes no asocid la cepa de zorrillo
mexicano de BCS con ninguna variante de rabia,
mientras que los aislados del lince mostraron estar
muy relacionados con cepas de zorros del sur de
Estados Unidos de América(10.13) Adicionalmente,
la caracterizacion genética de la region G/G-L viral
ha facilitado el desarrollo de pruebas genéticas
rapidas, empleando el polimorfismo de la longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP) para
descartar aislados de rabia de perro o murciélago
vampiro y también para identificar un ciclo
epidemioldgico conocido como “hipervariable” que
esta asociado con virus de zorrillos(14). Actualmente,
la relacion epidemiol6gica molecular de las dos
variantes del virus de la rabia de zorrillos mexicanos
no es clara con respecto a otras cepas de rabia de
zorrillo de América y en un contexto més amplio
de los Lyssavirus. A pesar de su descubrimiento
relativamente reciente, es probable que estas cepas
de virus de la rabia de zorrillo mexicano hayan
surgido durante un periodo de tiempo significativo
y ciertamente méas temprano de lo que evidencian
los datos de monitoreo de la rabia.

El objetivo de este trabajo fue elucidar los origenes
filogenéticos de estos dos virus del zorrillo utilizando
una porcién de la secuencia del gen P del virus de
la rabia con regiones correspondientes de otras
variantes del virus de la rabia adaptados a zorrillo
y con otros virus de rabia del genotipo 1 que
circulan en América. Ademas, se ha propuesto que
la proteina P del virus de la rabia funciona a efecto
del movimiento de los componentes del virus de la
rabia junto con axones neuronales en virtud de su
asociacion con el componente de la dineina LC8(15),
y puede modular interacciones entre el virus y el
hospedero por via de numerosas caracteristicas
estructurales variables(3). Las secuencias de la
proteina P pudieron ser predichas a partir de estos
datos y usadas para evaluar si las caracteristicas
estructurales diferentes de la proteina P viral podrian
ser responsables de estas caracteristicas bioldgicas,
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Partial characterization of rabies virus N gene
sequences of some representatives of these variants
did not associate the Mexican SBC skunk strain
together with any other rabies variant while the
bobcat isolates appeared to be closely related to fox
strains of the southern US(10,13)_ In addition, genetic
characterisation of the viral G/G-L region has
facilitated development of rapid genetic tests employing
restriction fragment length polymorphisms (RFLPSs)
to discriminate dog and vampire bat rabies isolates
and also identified a discrete pattern described as
“hypervariable” that was associated with viruses
from skunks(14). Currently the molecular
epidemiological relationship of the two Mexican
skunk rabies virus variants, both with respect to
other skunk rabies strains of the Americas and in
a more global lyssavirus context, is unclear. Despite
their relatively recent discovery, it is likely that
these Mexican skunk rabies strains have emerged
over a significant time span and certainly much
earlier than is evident from rabies surveillance data.

The objective of this work was to elucidate the
phylogenetic origins of these two skunk viruses by
comparison of a portion of the viral P gene sequence
with corresponding regions from other skunk-
adapted rabies virus variants and with other
genotype 1 rabies viruses that circulate in the
Americas. Moreover, the rabies virus P protein has
been proposed to function to effect movement of
rabies virus components along neuronal axons by
virtue of its association with the dynein LC8
component(15) and may modulate viral-host
interactions via a number of variable structural
features(®). P protein sequences could be predicted
from these data and used to evaluate whether
different structural features of the viral P protein
might be responsible for these biological features,
such as incubation period and histopathological
changes observed between the isolates under study.

MATERIALS AND METHODS

Viruses

Four different viruses, including two different skunk
strains, previously determined as antigenic variant
(AV) 10 from South Baja California (accession N°
AY998247) and AV8 isolated from San Luis Potosi,
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tales como periodo de incubacion y cambios
histopatoldgicos observados entre los aislados en
estudio.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Para el estudio sobre periodos de incubacion e
histopatologia se emplearon cuatro diferentes virus,
incluyendo dos cepas distintas de zorrillo,
previamente determinadas como variantes antigénicas
(AV) 10 de Baja California Sur (niUmero de acceso
AY998247) y AVS8 aislada de San Luis Potosi,
México (nimero de acceso AY998275); un aislado
de murciélago vampiro en Panuco, \Veracruz
(nimero de acceso AY998253); y como cepa de
referencia, la cepa estdndar del virus de desafio
(CVS). Cada cepa se ajusté a 102-5 LD50% en
ratones, titulo correspondiente a lo encontrado en
el primer pase de la cepa de zorrillo.

Para el andlisis de la secuencia de nucledtidos se
emplearon los siguientes virus de la rabia disponibles
en la coleccion de Lyssavirus del CFIA: cuatro
aislados de zorrillo de California (CAV637SK,
CAV650SK, CAV652SK y CAV654SK); dos aislados
de zorrillo mexicano MXV684SK y MXV854SK
pertenecientes a AV10 y AV8(16), respectivamente;
y aislamientos previamente caracterizados,
incluyendo tres aislados de zorrillo del centro/sur
de Estados Unidos de América en Texas
(TXV21USK, TXV212SK y TXV215SK); dos del
zorrillo del oeste de Canadd (WCLO0867SK y
WCL1741SK); y un aislado (KY2877DG)
representativo del zorrillo del medio-oeste de Estados
Unidos de América(1?). También se incluyé un
aislamiento de murciélago vampiro mexicano
(MXV229VB) para comparar.

Todas las secuencias utilizadas en estos estudios
han sido depositadas en el “GenBank” y tienen los
siguientes numeros de acceso: CAV637SK,
DQ275555; CAV650SK, DQ275556; CAV652SK,
DQ275557; CAV654SK, DQ275558; MXV684SK,
AY998258; MXV854SK, AY998275; TXV211SK,
AF369287; TXV212SK, AF369288; TXV215SK,
AF369290; WCL0867SK, AF369285; WCL1741SK,
AF369286; KY2877DG, AF369292; MXV229VB,
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Mexico (accession N° AY998275), one vampire
bat isolated in Panuco, \eracruz (accession N°
AY998253) and, as a reference strain, the laboratory
adapted challenge virus standard (CVS) strain were
employed for the studies on incubation periods and
histopathology. Each strain was adjusted to 102-5
LD50% in mice, a titre corresponding to that found
in the first passage of the skunk strain.

For the nucleotide sequence analysis the following
rabies viruses available in the lyssavirus collection
of the CFIA were employed: four California skunk
isolates (CAV637SK, CAV650SK, CAV652SK and
CAV654SK), two Mexican skunk isolates
MXV684SK and MXV854SK belonging to AVs 10
and 8(16) respectively, and previously characterized
isolates, including three south central US skunk
isolates from Texas (TXV21SK, TXV212SK and
TXV215SK), two Western Canada skunk specimens
(WCL0867SK and WCL1741SK) and an isolate
(KY2877DG) representative of the US mid-western
skunk type(17). A Mexican vampire bat isolate from
(MXV229VB) was also included for comparison.

All sequences employed in these studies have been
deposited in GenBank and have the following
accession numbers: CAV637SK, DQ275555;
CAV650SK, DQ275556; CAV652SK, DQ275557,;
CAV654SK, DQ275558; MXV684SK, AY998258;
MXV854SK, AY998275; TXV2USK, AF369287;
TXV212SK, AF369288; TXV215SK, AF369290;
WCLO0867SK, AF369285; WCL1741SK, AF369286;
KY2877DG, AF369292; MXV229VB, AF369362.
The CVS sequence employed was recovered from
GenBank, accession number D42112.

Virus propagation

Original brains infected with each of the four isolates
were propagated by first passage in four 21-d old
mice. When the mice showed clinical manifestations
characteristic of rabies, they were sacrificed and
their brains extracted. The virus was passaged
another two times and the incubation period was
recorded in each case.

RT/PCR and nucleotide sequence analysis

Rabies virus genomic RNA was extracted from 100
mg of original brain tissue using Trizol (Gibco BRL,
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AF369362. La secuencia CVS empleada se obtuvo
del GenBank, con nimero de acceso D42112.

Propagacion del virus

Los cerebros originales infectados con cada uno de
los cuatro aislados se propagaron por primer pase
en ratones de 21 dias de edad. Cuando estos
mostraron signos clinicos caracteristicos de rabia,
fueron sacrificados y se extrajeron los cerebros. El
virus se sometio a dos pases mas y el periodo de
incubacion se registré en cada caso.

RT/PCR y analisis de la secuencia de nucle6tidos

El ARN genomico del virus de la rabia se extrajo
de 100 mg del tejido cerebral original usando Trizol
(Gibco BRL, Grand Island, NY) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, y resuspendido en
100 ml de agua libre de ARNasas. La amplificacion
completa del gen P se realizé empleando iniciadores
gue flanquean el marco de lectura abierta del gen
P, por lo tanto: rabPrev (5’- CTACTTCTC
CGGGGAAACCAGAAG-3’ cuyos nucledtidos
blanco son los 1249-1272 de la cepa PV de
referencia) y rabPrev (5’- GGRAGCCAYAGGTC
RTCGTCAT-3’ que tiene como blanco a los
nucleétidos 2575-2596 de la cepa PV). EI método
de RT-PCR se realiz6 como se describid
previamente(3). EI amplicon de 1348 pb resultante
se purificd usando el Wizard Clean-up Kit (Promega,
Madison, WI) antes de la secuenciacion de los
nucledtidos en un secuenciador automatico LiCor 4200
usando los acostumbrados iniciadores internos
marcados con tincion infrarroja (IR) y también
utilizando el Thermo Sequenase™ Primer Cycle
Sequencing Kit (Amstersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). En algunos casos en donde
se generaba producto insuficiente a partir de una sola
ronda de PCR, se realizaban PCR anidadas o semi-
anidadas empleando varias combinaciones de los
iniciadores externos, seguidos de los internos: iniciador
sentido (+) P967 (5°’-GAGATGG CNGARGAGACTGT
WGA-3’) correspondiente a los nucle6tidos 1568-1590
de la cepa PV 6 P968 (5’-AYGAAAAAAACTAACAC
CCCTCCT-3’) correspondiente a los nucleétidos 1473-
1496 y un iniciador reverso (-) P905 (5’-CCTTAACTA
TGTCRTCAAGRTTCA-3")(18) correspondiente a los
nucledtidos 2208-2231. Las secuencias de los
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Grand Island, NY) according to the manufacturer’s
instructions, and resuspended in 100 ml of RNAse-
free water. Amplification of the entire P gene was
performed employing primers flanking the P gene
open reading frame thus: rabPfor (5’-CTACTTCTC
CGGGGAAACCAGAAG-3" which targets
nucleotides 1249-1272 of the reference PV strain)
and rabPrev (5’-GGRAGCCAYAGGTCRTCGTCAT-
3’ which targets nucleotides 2575-2596 of the PV
strain). The reverse transcription (RT)-polymerase
chain reaction (PCR) method was performed as
described previously(3). The resulting 1348 bp
amplicon was purified using a Wizard Clean up kit
(Promega, Madison, WI) prior to nucleotide
sequencing on a LiCor 4200L automated sequencer
using custom IR-dye labelled internal primers
(LiCor) and a Thermo sequenase primer cycle
sequencing kit (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). In some cases where
insufficient product was generated from a single
round of PCR, hemi-nested or nested PCRs were
performed using various combinations of the outer
primers and the following internal primers: forward
primer P967 (5’-GAGATGGCNGARGAGA
CTGTWGA-3’) corresponding to nucleotides 1568-
1590 of the PV strain or P968 (5’-AYGAAA
AAAACTAACACCCCTCCT-3’) corresponding to
nucleotides 1473-1496 and a reverse primer P905
(5°-CCTTAACTATGTCRTCAAGRTTCA-3")(18)
corresponding to nucleotides 2208-2231. Nucleotide
sequences were aligned using CLUSTALX v1.8(19)
and phylogenetic analysis was performed by a
neighbour joining (NJ) algorithm using PHYLIP
v3.61 (http://evolution.genetics.washington.edu/
phylip.html) as previously described(3).
TREEVIEW(17) was used to generate graphical
outputs of the trees. Translation of nucleotide
sequences to protein was performed using DNAsis
software (Hitachi) and protein sequence alignments
were performed using CLUSTALX and the
PROTPARS programme of PHYLIP.

Histopathology

Brains infected with each viral isolate were retained
for histopathologic evaluation. Tissue was fixed by
submersion in 10% neutral buffered formalin,
processed by routine procedures and embedded in
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nucleétidos fueron alineadas empleando ClustalX
version 1.8(19) y se realiz6 el analisis filogenético
por algoritmo de unién de vecino (Neighbor joining
(NJ) empleando PHYLIP version 3.61 (ver http://
evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) como
previamente esta descrito(3). TreeView(17) fue usado
para generar produccion gréfica de los arboles. La
traduccion de la secuencia de nucledtidos a proteina
fue realizada usando el DNAsis software (Hitachi)
y los alineamientos secuenciales de proteina fueron
llevados a cabo con ClustalX y el programa ProtPars
de Phylip.

Histopatologia

Los cerebros infectados con cada aislamiento fueron
conservados para la evaluacion histopatoldgica. Los
tejidos se fijaron por inmersion en formalina neutra
tamponada al 10%, procesado por procedimientos
rutinarios y embebidos en parafina. Las secciones
fueron de 3 mm y tefidas con hematoxilina-eosina
(H & E).

RESULTADOS

Caracterizacion molecular de cepas de zorrillo

Los datos de secuencia de nucle6tidos para el gen
P de 13 virus de la rabia se obtuvieron como se

paraffin. Sections were made at 3 mm and stained
with hematoxylin and eosin (H & E).

RESULTS

Molecular characterization of skunk strains

Nucleotide sequence data for the P gene of 13
rabies viruses (see Materials and Methods) were
obtained as described. Distance values between all
these isolates were generated from aligned nucleotide
and predicted protein sequences using the DNADIST
and PROTDIST programmes of PHYLIP v3.61with
inclusion of the CVS reference sequence (Table 1).
While isolates from epidemiologically related
reservoirs exhibited nucleotide distance values <0.1
(ranging between 0.0411 to 0.0847 for the four
Californian viruses, between 0.0302 to 0.0846 for
the three Texas skunk viruses and up to 0.0619 for
the specimens representative of the mid-western
skunk strain of Canada and the US) nucleotide
distances between other isolate pairings were greater,
ranging from 0.12 to 0.280. Consistent with a
previous study which proposed that isolates differing
in genetic distance over the length of the rabies P
locus by significantly more than 0.08 be considered
as distinct genetic variants(3), it appears that the
two Mexican isolates, with a nucleotide distance of

Cuadro 1. Valores de distancia para el gen Py las secuencias de la proteina P de 14 aislados del virus de la rabia

Table 1. Distance values for P gene and P protein sequences of 14 rabies virus isolates

cvs MXVBBASK  MAVB54ASK  CAVE37K CAVES0K CAVEB2SK  CAVEASK  TXV211SK TXV212SK TX/215SK KY287/DG WCL0867K WCLI741SK  MXV229v/B

s - 0.1445 0.2718 0138 01462 0131 01334 02771 02804 0271 01333  0.1200 01239 0.2447
MXVBBASK 00924 - 0.2007 01437 0138% 01307 0.1412 02832 02702 02710 01467 0.1383 01385 0.25%6
MXVBHASK 01561 0.1519 - 02568 058 02542 0.2570 02151 0225 0206 0523 0570 02587 0.199
CAB37SK 00929 0.1087 0.1674 - 00477 0.0847 0.0418 02710 02663 0276 01316  0.1247 01286 0.24%4
CABE0SK 01003 0.1058 0.1679 0013 - 0.0774 0.0624 02771 02748 0276 0129 0123 01297 0.2410
CABR2SK 00981 0.0837 0.1437 00604  0.0641 - 0.0798 02796 02727 0287 01301 01271 01207 0.253
CABHASK 00836 0.0975 0.148 00314 00849 00470 - 02804 02781 02819 01226 0.1145 01184 0.23%6
NV2USK 01752 0.1760 0.1304 01715 01766 01573 0.1634 - 00846 0032 02675  0.2608 02640 0.2510
TXNV212K 01742 0.1760 0.1417 01706 0182 01822 0.1696 00499 - 00748 02602 0.2670 02703 0.2513
TXV215K 01745 0.1725 0.1285 017m 01830 01637 0.1699 00277 00405 - 025%  0.2608 02635 0.250
Ky28/7DG 00917 0.0047 0.1472 00038 008% 00850 0.0821 01%40 01632 0164 - 0.0606 00619 0.2343
WAL0B67SK 00746 0.0705 0.1500 00749 007%4  0.004 0.0642 0137 01525 0152 O0M15 - 00033 0.23%
WCAL1741SK 00813 0.0771 0.1572 00817 0082 00770 0.0708 01468 01597 0153 00480  0.0061 - 0.2441
MXV220\VB 01852 0.1770 0.1513 01864 01912 01726 0.1768 01892 01%3 0181 01691 0.1724 01766 -

The top right segment of the table shows the values of distance of the nucleotide sequence and the left lower segment

values of distance of the protein.
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menciond. Los valores de distancia entre todos estos
aislamientos se generaron a partir del nucle6tido
alineado y las secuencias proteicas predichas
empleando los programas DNADIST y PROTDIST
de Phylip version 3.61, con inclusion de la secuencia
de referencia del CVS (Cuadro 1). Mientras que
los aislados de reservorios relacionados
epidemiol6gicamente mostraron valores de distancia
de nucledtidos = 0.1 (con un rango de 0.0411 a
0.0847 para los cuatro virus de California, entre
0.0302 a 0.0846 para los tres virus de zorrillo de
Texas y hasta 0.0619 para los especimenes
representativos de la cepa de zorrillo del medio-
oeste de Canadd y Estados Unidos de América);
las distancias de nucleétidos entre los aislados
pareados fueron mayores, con una escala de 0.12
a 0.280. Consistente con un estudio previo que
proponia que los aislados que difieren mas de 0.08
en la distancia genética del locus P de la rabia
deben considerarse como variante genética
distinta(3), parece ser que los dos aislados
mexicanos, con una distancia de nucleétidos de
0.2606 entre estos, son claramente representativos
de dos cepas distintas que no tienen relacion con
los otros aislamientos de zorrillos examinados en
este trabajo.

El andlisis de NJ de estos virus de la rabia se
muestra en la Figura 1. Basado en los valores
asociados con los mayores clados de los arboles
filogenéticos, hubo claramente un fuerte soporte de
agrupamiento geografico de aislamientos de rabia
de zorrillos como se indica a continuacion: (A) el
clado de zorrillo de (centro/sur) Texas, fue la
variante terrestre méas claramente divergente
estudiada y estuvo relativamente asociada con la
cepa de murciélago vampiro representativo de cepas
de murciélagos en Ameérica; (B) el clado del zorrillo
de California; y (C) un clado comprometiendo tanto
con aislados del oeste de Canada como del medio-
oeste de Estados Unidos de Ameérica. Los dos
aislados de zorrillo mexicano agrupados
distintivamente dentro de este arbol, tanto la variante
AV10 (MXV684SK) ubicada en el grupo de
California, pero con poco soporte (437), como el
aislado AV8 de zorrillo (MXV854SK) agrupado mas
cercanamente con el clado de zorrillo de Texas con
soporte moderado (678) (Figura 1).
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0.2606 between them, are clearly representative of
distinct strains neither of which group closely with
the other skunk isolates examined in this report.

A NJ analysis of these rabies viruses is illustrated
in Figure 1. Based upon the bootstrap values
associated with the major clades of the tree, there
was clearly strong support for geographical
clustering of skunk rabies isolates as follows: (A)
the Texas (south-central) skunk clade, which was
clearly the most divergent terrestrial variant studied
and was relatively closely associated with the
vampire bat strain representative of bat strains of
the Americas, (B) the Californian skunk clade, (C)
a clade comprising both Western Canada and mid-
western US skunk isolates. The two Mexican skunk
isolates clustered quite distinctly within this tree;

Figura 1. Filogenia de los virus de la rabia del zorrillo de
Norteamérica determinado por el andlisis de (Neighbor
Joining (NJ) en la regién base 910, que incluye al ORF
(marco de lectura abierto) del gen P completo

Figure 1. Phylogeny of North American skunk rabies
viruses as determined by a NJ analysis on a 910 base
region that includes the complete P gene ORF
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Isolates were as described in the text. Numbers at branches indicate

bootstrap values (out of 1000 replicates) for the clade to the right of
the branch. The scale at bottom indicates genetic distance.
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Con el objetivo de investigar mas a fondo el linaje
de los aislados del zorrillo mexicano, se llevd a
cabo otro analisis filogenético empleando secuencias
del gen P derivadas de una coleccién mas global
del virus de la rabia(2) con la secuencia de un
aislamiento de Lyssavirus de murciélago australiano
utilizado como grupo externo (Figura 2). El aislado
AV10 (MXV684SK) fue segregado con un buen
soporte (855) a partir de una coleccion de virus
obtenida de varias zonas geogréficas y especies
incluyendo al perro mexicano, al zorro gris de Texas,
variantes y cepas del zorrillo de California y del
medio-oeste del viejo mundo. Estas cepas han sido
consideradas como representativas del linaje
cosmopolita que fue transferido a muchas regiones
del mundo durante la época de la colonia(20). La
inclusion de MXV684SK en el subtipo 1 del virus
de la rabia genotipo(®) esta fuertemente respaldado
(valor bootstrap de 1000). En comparacion, el
aislado AV8 (MXV854SK) agrupado dentro del
subtipo 2 del genotipo 1 (valor bootstrap de 819)
estaba asociado con el clado que incluia cepas
terrestres albergadas por zorrillos y mapaches (valor
bootstrap de 742).

Comparacion de proteinas P predichas

Para explorar si las diferencias observadas en el
periodo de incubacidn entre cepas fijas de rabia
(CVS), zorrillo y murciélago vampiro podian ser
explicadas por diferencias en dominios funcionales
importantes de la proteina P, se generd un
alineamiento de secuencias de la proteina P como
representativo de cepas de zorrillos, cepas de CVS
asi como de murciélago vampiro para compararlas
(Figura 3). Consistente con observaciones previas
de la organizacion estructural de la proteina P, las
regiones mas conservadas (aminoéacidos 1-50 y 200-
240 en este alineamiento) y dominios altamente
variables (residuos 55-80 y 130-180) fueron
evidentes. Sin embargo, la comparacion de CVS y
las secuencias del virus del murciélago vampiro
con aquellas determinadas para todas las cepas de
zorrillo no aclararon la identificacién de patrones
de sustitucion que mostraron ser tipicos de cepas
de zorrillos; en cambio, los sustitutos parecian
reflejar las relaciones filogenéticas de los aislados.
Se examin6 a fondo la conservacion de varias
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the AV10 variant (MXV684SK) clustered with the
Californian grouping although with poor bootstrap
support (437). The AV8 skunk isolate (MXV854SK)
clustered most closely with the Texas skunk clade
with moderate bootstrap support (678) (Figure 1).

To further investigate the lineage of the Mexican
skunk isolates another phylogenetic analysis was
performed using P gene sequences derived from a
more global collection of rabies viruses with the

Figura 2. Andlisis filogenético de una coleccion global de
Lyssavirus genotipo 1 para determinar los origenes
evolutivos de las cepas de rabia del zorrillo de
Norteamérica

Figure 2. Phylogenetic analysis of a global collection of
genotype 1 lyssaviruses to determine the evolutionary
origins of North American skunk rabies strains

AUVA74ABL
CDV103HB
CDVO077SHB
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CDV089MYB
CDV151BB
TXV235FB
TNV324VB
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CDVO078BB
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Cvs
TXV224GFX
MXV684SK
ZBV284DG
ETV676JK

ISV660F X
CSV285FX
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WCL0867SK
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A NJ analysis was performed. The additional isolates included in this analysis
have been described previously and may be identified by their three digit V
numbers [see 3]. CD= Canada; CH= Chile; ET= Ethiopia; CS= Czechoslovakia;
FL= Florida, US; IS= Israel; MX= Mexico; SA= South Africa; TN= Trinidad;
ZB= Zimbabwe.

BB= Big brown bat; DG= dog; FB= free-tailed bat; FX= fox; GFX= grey fox;
HB= hoary bat; IB= insectivorous bat; JK= jackal; MG= mongoose; MYB=
Myotis bat; RAC= raccoon; RFX=red fox; SHB= silver-haired bat; SK= skunk;
VB= vampire bat. ONT1RFX represents the arctic fox lineage present in
various regions of Canada and ON5025RAC is an isolate of raccoon rabies
recovered from Ontario in 1999. AUV474ABL is an Australian bat lyssavirus
isolate (genotype 7). The groupings show to the right of the tree place the
isolates in their global context.
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caracteristicas de la proteina P, que en caso de ser
modificadas, podian tener impacto en las
interacciones virus-hospedero; éstas incluyeron el
motivo de unién de LC8(15), residuo de serina
conocido como blanco de fosforilacion de por lo
menos dos proteinas cinasas distintas(Zl) y cuatro
residuos internos de metionina mostrando, en el
caso de la cepa CVS, ser capaces de dirigir la
iniciacion de la traduccion interna para producir N-
terminal truncado del producto gen P(22). Como se
muestra en la Figura 3, el motivo LC8 de union
localizado en los residuos 139-151 muestra variacion

sequence of an Australian bat lyssavirus isolate used
as outgroup (Figure 2). The AV10 isolate
MXV684SK segregated with good bootstrap support
(855) with a collection of viruses recovered from
diverse geographical areas and species including
the Mexican dog, Texas grey fox, the Californian
and mid-western skunk variants and strains from
the old world. These strains have previously been
considered as representative of the cosmopolitan
lineage that was transferred to many areas of the
world during colonial times(20), Inclusion of
MXV684SK in subtype 1 of the genotype 1 rabies

Figura 3. Alineamiento de las proteinas P predichas de 10 aislados del virus de la rabia

Figure 3. Alignment of the predicted P proteins of 10 rabies virus isolates. The P protein sequences deduced for 10
representative rabies isolates studied in Figure 2 were aligned as described
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Dots represent identity with the CVS strain used as the reference sequence. The following features are highlighted:
five methionine residues used for translation initiation as well as the LC8 binding domain (residues 143-147) are
underlined; serine residues which act as phosphorylation targets in the CVS strain are in bold.
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en la secuencia primaria, aunque el motivo de unién
critico (DKXTQT) localizado en los residuos 143-
147 fue retenido en todas las cepas a excepcion de
una sustitucion (T a R) en el residuo 147 de la
muestra KY22877DG. Mientras que hubo variacion
significativa en residuos inmediatamente adyacentes
a este motivo de union del residuo 6, las dos cepas
mexicanas no mostraron diferencias consistentes con
la cepa de referencia CVS. De los cuatro residuos
de metionina internos que inician la traduccién
interna, todos los residuos en posiciones 20 y 53
se conservaron, no asi los de posicion 69 y 83. Los
residuos serina 63, 64, 162, 210 y 271 de la cepa
CVS, de los que se conoce que son blanco de
fosforilacion(23), se mantuvieron en ambas
secuencias de la cepa de zorrillo mexicano, excepto
los residuos 63 y 64, que permanecen en una de
las regiones hipervariables, no se conservaron en
alguna de las otras cepas de zorrillo (como por
ejemplo, la cepa de zorrillos de Texas). En todos
los casos los residuos 162, 210 y 271 se conservaron
en las Ultimas dos posiciones mantenidas dentro del
contexto de la secuencia de consenso de proteina
kinasa C.

Periodo de incubacién viral

La inoculacion intracerebral en ratones con cepa
CVS dio por resultado un periodo de incubacion
consistentemente méas corto (6 dias) comparado con
lo observado para las cepas de zorrillo (hasta 21
dias), mientras que la cepa de murciélago vampiro
tuvo un periodo de incubacién de longitud
intermedia (entre 12 a 15 dias). Cuando los datos
para los tres pases fueron considerados como
ANDEVA de una via, no hubo diferencia
significativa para los cuatro grupos (P<<0.001
excepto P=0.029 para las dos cepas de zorrillo).
La comparacion de los datos para los tres pases
secuenciales (P1, P2 y P3) de cada cepa mostraron
que, por ANDEVA de una via, no habia cambio
significativo para el aislado de zorrillo de BCS
(P=0.81), pero los periodos de incubacion
aparentemente mas cortos para las cepas de zorrillo
de SLP y murciélago vampiro al pase 3 fueron
significativos (P=0.014 y 0.027, respectivamente).
Estas conclusiones se reforzaron por comparacion
de la prueba t de Student de periodos de incubacién
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lineage [3] is very strongly supported (bootstrap
value of 1000). In contrast, the A/8 isolate MXV854SK
clustered within subtype 2 of genotype 1 (bootstrap
value of 819) and was most closely associated with a
clade that included terrestrial strains harboured by
skunks and raccoons (bootstrap value of 742).

Comparison of predicted P proteins

To explore whether the observed differences in
incubation period between CVS, skunk and vampire
bat rabies strains could be explained by differences
in functionally important domains of the P protein,
an alignment of the P protein sequences for
representative skunk strains, as well as the CVS
and vampire bat strains for comparison, was
generated as shown in Figure 3. Consistent with
prior observations on the organisational structure
of the P protein, regions of high conservation (amino
acids 1-50 and 200-240 in this alignment) and
highly variable domains (residues 55-80 and 130-
180) were evident. However, comparison of the
CVS and vampire bat virus sequences with those
determined for all skunk strains did not clearly
identify substitution patterns that appeared to be
typical of the skunk strains; rather the substitutions
appeared to mirror the phylogenetic relationships
of the isolates. The conservation of several features
of the P protein, that if modified could impact
virus—host interactions, were examined closely; these
included the LC8 binding motif(15), serine residues
known to be targets for phosphorylation by at least
two distinct protein kinases(Z) and four internal
methionine residues shown, in the case of the CVS
strain, to be capable of directing internal translation
initiation to produce N-terminally truncated P gene
products(22). As illustrated in Figure 3, the LC8
binding motif located within residues 139-151 does
exhibit some variation in primary sequence although
the critical binding motif (DKXTQT) located at
residues 143-147 was retained in all strains with
the exception of a substitution (T to R) at residue
147 of the KY22877DG sample. While there was
significant variation in residues immediately adjacent
to this 6 residue motif the two Mexican strains did
not exhibit consistent differences with the CVS
reference strain. Of the four internal methionines
shown to initiate internal translation, the residues
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de P1y P3 para los tres aislados virales de “calle”;
la diferencia para la cepa de zorrillo de BCS no
fue significativa (P=0.539), pero las diferencias en
estos valores para las cepas de zorrillo de SLP y
murciélago vampiro si fueron significativas
(P=0.025 y 0.016, respectivamente).

Histopatologia

Los ratones inoculados con CVS presentaron
infiltracion linfocitaria perivascular de leve a
moderada en el cerebelo, corteza cerebral y region
del tdlamo, junto con microgliosis leve. La Figura
4A muestra que las lesiones resultantes de la
inoculacion con cepa de murciélago vampiro
presentaron infiltracion perivascular de leve a
moderada en cerebelo y corteza cerebral, infiltracion
perivascular leve en hipocampo, region del talamo;
y el puente, con gliosis leve. Las lesiones
histopatologicas causadas por infeccion de ratones
con virus de la rabia del zorrillo (AgV 8) incluyeron
lesiones en forma de esponja en el neuropilo del
talamo (Figura 4B). Ademas se observo microgliosis
leve (Figura 4C) e infiltracion linfocitaria
perivascular de moderada a severa en cerebelo,
corteza cerebral y puente; e infiltracion linfocitaria
perivascular severa en hipocampo y region del
tdlamo. Se examinaron secciones duplicadas para
todas las regiones cerebrales y los resultados fueron
reproducidos en todos los casos. Los ratones control
no manifestaron cambios histologicos.

DISCUSION

Como se inform6 previamente, los virus A/10 han
sido hallados en zorrillos de la peninsula de Baja
California, mientras que los virus AV8 estaban
asociados con zorrillos de las regiones centrales de
México, como San Luis Potosi, Aguascalientes y
Jalisco. Anteriormente, la caracterizacion de una
porcion del gen N de dichos aislados ha concluido
que las cepas de zorrillos mexicanos de BCS
pertenecen a distintos linajes de aguéllos encontrados
en otros reservorios terrestres y silvestres(1,13),

En este estudio, la caracterizacion molecular se
enfoco al gen P, una region relativamente divergente
del virus que ha mostrado ser adecuada para estudios
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at positions 20 and 53 were all conserved whereas
those at positions 69 and 83 were not. Serine
residues 63, 64, 162, 210 and 271 of the CVS
strain, which are known to be phosphorylation
targets(23), were all retained in both of the Mexican
skunk strain sequences but residues 63 and 64,
which lie in one of the hypervariable regions, were
not conserved in some of the other skunk strains
(e.g. Texas skunks). Residues 162, 210 and 271

Figura 4. Lesiones causadas por la cepa de murciélago
vampiro

Figure 4. Lesions produced by a vampire bat strain

i S
Figure 4 C

A, showing mild-to-moderate perivascular infiltrations in the
hippocampus. B, thalamic region and the bridge, with mild gliosis and
C. Histopathological lesions produced upon infection of mice with
skunk rabies virus (AgV8) included spongiform lesions in the neutropil
from the thalamus and mild microgliosis.
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epidemioldgicos tanto globalmente extensos como
finamente detallados(3:24). La comparacion de
secuencias del gen P determinadas para ambas
variantes antigénicas del virus de la rabia que
circulan en zorrillos mexicanos conllevo a las
siguientes conclusiones: 1) las dos variantes de
zorrillo mexicano son evolutivamente distintas. 2)
el aislado AV10 de BCS estd muy relacionado con
los virus circulantes en zorrillos de California,
siendo un hallazgo consistente con sus parientes
geograficamente cercanos. Sin embargo, la evidencia
no fue lo suficientemente fuerte para la naturaleza
monofilética de los virus que circulan en California
y BCS; por lo tanto, actualmente no se puede
suponer que una surgio directamente de la otra. El
andlisis de otros especimenes mexicanos puede
ayudar para posteriormente elucidar la relacion
evolutiva de estos dos grupos virales. 3) el aislado
AV8 de SLP estaba cercanamente relacionado con
la cepa del zorrillo del centro/sur que circulaba en
los estados del sur-este, como Texas; sin embargo,
no hubo evidencia suficiente para respaldar la
naturaleza monofilética del virus de la rabia del
zorrillo de México y de Texas y se argumentaria
que, debido la distancia genética observada entre
estos dos grupos, deben ser considerados como dos
clados distintos.

Se ha propuesto que las cepas de rabia circulando
en hospederos terrestres de América (e.g. mapaches
y zorrillos) surgieron por parte de quirdpteros
hospederos(25). De hecho, se ha documentado el
potencial para el surgimiento de nuevas cepas de
rabia posteriores a la transmision de esta enfermedad
por el murciélago como reservorio, a una poblacion
localizada de zorrillos (fendmeno denominado
“spillover”)(26). De la misma manera, la variante
AV8 bien pudo emerger de ciertas cepas de
murciélago. Dada la diferencia en especies de
zorrillos que portan rabia en México comparadas
con las de Estados Unidos de América y Canada,
asi como la distancia genética entre los virus AV8
en México y aquéllos en Texas, es probable que
esta cepa de zorrillo mexicano surgiera como
fendmeno de “spillover”” de un murciélago que actu6
como reservorio de la rabia independientemente de
otros fendmenos de este tipo mé&s hacia el norte.
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were conserved in all cases with the latter two
positions maintained within the context of a protein
kinase C consensus sequence.

Viral incubation period

Intracerebral mouse inoculation with the CVS strain
consistently resulted in a shorter incubation period
(6 d) compared to that observed for the skunk
strains (up to 21 d) while the vampire bat strain had
an incubation period of intermediate length (between
12 to 15 d). When the data for all 3 passages was
considered a one way ANOVA indicated a
statistically significant difference between all four
groups (P<<0.001 except P=0.029 for the two skunk
strains). Comparison of the data for the three
sequential passages (P1, P2 and P3) of each strain
indicated that, by one way ANOVA, there was no
significant change for the SBC skunk isolate
(P=0.81) but the apparently shorter incubation
periods for the skunk SLP and vampire bat strains
at passage 3 were significant (P=0.014 and 0.027
respectively). These conclusions were reinforced by
a t-test comparison of P1 and P3 incubation times
for the three street isolates; the difference for the
skunk SBC was not significant (P=0.539) but the
differences in these values for the skunk SLP and
vampire bat strains were significant (P=0.025 and
0.016 respectively).

Histopathology

Mice inoculated with CVS presented a mild-to-
moderate perivascular lymphocytic infiltration in
the cerebellum, brain cortex, and thalamic region,
together with mild microgliosis. Figure 4A shows
the lesions resulting from inoculation with the
vampire bat strain presented mild-to-moderate
perivascular infiltrations observed in the cerebellum
and brain cortex, mild perivascular infiltrations in
the hippocampus, thalamic region, and the bridge,
with mild gliosis. The histopathological lesions
produced upon infection of mice with skunk rabies
virus (AgV 8) included spongiform lesions in the
neuropil from the thalamus (Figure 4B).
Additionally, mild microgliosis (Figure 4C) and
moderate-to-severe perivascular lymphocytic
infiltration in the cerebellum, brain cortex and
bridge, and severe perivascular lymphocytic
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La variacion molecular y antigénica claramente
puede afectar la patogénesis del virus de la rabia,
siendo una propiedad que puede manifestarse en
diferencias en el periodo de incubacién, cambios
histopatoldgicos y presentacion clinica. Este trabajo
ha demostrado que ambas cepas de zorrillo causan
en ratones un periodo de incubacién més largo que
lo observado con aislados aéreos, y en cuanto a
periodos de incubacion de cepas de zorrillo de
BCS mostraron menor adaptacion al ratén que la
cepa de zorrillo de SLP o la cepa aérea. Ademas,
las dos cepas de zorrillo causaron lesiones
histopatoldgicas similares a las lesiones en forma
de esponja reportadas en zorrillos infectados con
cepas de rabia de zorrillo canadiense(26.27); aunque
este tipo de lesiones se ha encontrado en cerebro
de raton inoculado con virus de la rabia de lince
mexicano(28), que es molecularmente similar al virus
de zorros de Texas(13), estas lesiones fueron muy
distintas de las originadas por la cepa aérea incluida
en este estudio. Asi, el virus de la rabia del zorrillo
norteamericano provoca cambios patoldgicos
similares en animales infectados a pesar de sus
muy distintos origenes evolutivos. Se anticipa que
esta similitud en la patologia debe ser consecuencia
de atributos funcionales similares en una o més
proteinas virales. Aunque, es evidente que la proteina
G tiene un papel importante en la patogénesis
viral(29), la neuroinvasividad del virus de la rabia
ha sido ligado a varios elementos gendmicos
virales(30). Los dominios funcionales especificos
dentro de una o mas proteinas virales pueden
impactar la susceptibilidad en diferentes especies,
periodo de incubacion, duracidn de signos clinicos
y frecuencia de comportamiento agresivo; todos
estos parametros pueden contribuir al fenémeno de
selectividad de especies en la rabia enzodtica(2)

Sin embargo, la base molecular para estas
diferencias en adaptacion al ratén puede no ser
evidente sin la caracterizacion molecular completa
de estos virus a lo largo de sus genomas. Las
comparaciones de la proteina P realizadas en este
estudio, no identificaron caracteristicas de este
producto para la cepa de zorrillo de BCS que fueron
claramente diferentes de las otras cepas estudiadas
(CVS y murciélago vampiro) o, para ese proposito,
caracteristicas estructurales que claramente
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infiltration in the hippocampus and thalamic region
were observed. Duplicate sections were reviewed
for all brain areas examined and results were
reproducible in all cases. Control mice did not
manifest any histological changes.

DISCUSSION

As reported previously AV10 viruses have been found
in skunks of the Baja California peninsula while
AV8 viruses were associated with skunks in central
regions of Mexico such as San Luis Potosi,
Aguascalientes and Jalisco. Previously,
characterisation of a portion of the N gene of such
isolates had concluded that Mexican skunk strains
from SBC belong to lineages distinct from those
found in other terrestrial and wild reservoirs(1,13),

In this study molecular characterization targeted
the P gene, a relatively divergent region of the
virus shown to be suitable for both globally broad
and finely detailed epidemiological investigations(3:24).
Comparison of P gene sequences determined for
both antigenic variants of the rabies viruses that
circulate in Mexican skunks lead to the following
conclusions: 1) The two Mexican skunk variants
are evolutionarily quite distinct. 2) The AV10 isolate
from SBC is quite closely related to the viruses
that circulate in Californian skunks, a finding
consistent with their relative close geographical
proximity. However, support for the monophyletic
nature of the viruses circulating in California and
SBC was not strong, thus it cannot presently be
surmised that one emerged directly from the other.
Analysis of other Mexican specimens may help to
further elucidate the evolutionary relationship of
these two viral groups. 3) The AV8 isolate from
SLP was most closely related to the south central
skunk strain that circulates in southern states such
as Texas. However, there was insufficient support
for the monophyletic nature of the Texas and
Mexican skunk rabies viruses and the genetic
distance observed between these two groups would
argue that they should be considered as two distinct
clades.

It has been proposed that the rabies strains
circulating in terrestrial hosts of the Americas (i.e.
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distinguen a las cepas de zorrillo de las otras, lo
cual explicaria el mayor periodo de incubacién
observado. La caracterizacion de otros genes virales,
particularmente la secuencia completa del gen G,
que codifica para la superficie de la glicoproteina
responsable del receptor de la célula huésped
vinculante y entrada del virus en la célula, es otro
producto viral que merece mayor escrutinio.

En México, durante el ano 2000, se diagnosticaron
ocho zorrillos rabiosos y una muerte humana fue
atribuida a esta especie(3)) Desde entonces, los casos
de rabia en zorrillo han sido 7, 7, 6 y 2 en los afios
2001-2004, respectivamente(32). En 2001, dos de
siete muertes en México, representando alrededor
de 30 % del total de los casos, fueron atribuidos
a zorrillos. Recientemente, se notificd un caso de
un humano muerto por rabia transmitida por un
zorrillo infectado en Batopilas, Chihuahua. El caso
fue confirmado por la Secretaria de Salud, después
de haber realizado las pruebas correspondientes en
el animal capturado. Estas cifras marcan claramente
la importancia del surgimiento de la rabia portada
por animales silvestres terrestres en este pais y la
necesidad de comprender la biologia y epidemiologia
de esta enfermedad para ayudar en los esfuerzos de
control.
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