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En 1969 se aislé en Guatemala el virus Mermet de la sangre de un
pdjaro. Este es el sexto aislamiento del virus, proveniente de aves,
informado hasta ahora en el Continente Americano, y el primero
en el sur de Norteamérica.

Introduccién

El virus Mermet, del grupo Simby, en el
supergrupo Bunyamwera, es un arbovirus
que se aislé por primera vez de la sangre de
una golondrina (Progne subis) capturada en
Metropolis, Illinois, en 1964. En total se
han aislado e identificado cinco cepas de
este virus que se han informado en el mismo
trabajo (I). No hay nada en la literatura que
indique que el virus haya sido aislado de
otros vertebrados o de mosquitos (2).

No se ha dado ninguna evidencia de
infeccién en vertebrados en las encuestas
serolégicas efectuadas en el drea donde se
capturaron tres de los cinco péjaros a partir
de los cuales se aislé el virus (7).

Este trabajo se refiere al aislamiento del
virus Mermet de un péjaro no migratorio
capturado en Zacapa, departamento de
Zacapa, Guatemala.

Materiales y métodos

Como parte del trabajo de investigacién
ecoldgica llevado a cabo durante la epidemia
de encefalitis equina venezolana (EEV) que
surgié en Guatemala, en 1969, la Unidad
de Ecologia de Arbovirus del Centro para
el Control de Enfermedades (CDC), Atlanta,
Georgia, EUA, captur$ vertebrados y mos-
quitos en una zona descrita previamente (3).
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En seis dias se capturaron entre los vertebra-
dos 24 especies de aves, que representaban
11 familias. Las aves fueron atrapadas con
redes invisibles, tipo japonesa; sangradas de
la vena yugular; marcadas y puestas en
libertad, tal como se ha descrito antes (4). En
total se capturaron 10 orioles Altamira
Lichtenstein (Icterus gularis), tres de ellos
el 13 de agosto, de un total de 22 aves
capturadas ese dia.

Igualmente se tomaron muestras de sangre
de humanos en tres diferentes zonas de
Guatemala. La sangre fue tomada por veni-
puntura antecubital dentro de un tubo estéril
y al vacio. Luego las muestras fueron
diluidas, centrifugadas y separadas en el
campo, y los sueros se guardaron en hielo
seco y se enviaron al CDC. Los especimenes
fueron inoculados intracerebralmente en
ratones lactantes (RL) de dos a cuatro dias
de edad para intentar el aislamiento de
virus. Seis de seis ratones inoculados con
0.02 ml de suero de un Icterus gularis se
encontraron postrados o muertos al quinto
dia. Se trataba de una hembra adulta que
fue capturada el 13 de agosto de 1969. Este
aislamiento fue denominado ZG-37.

Con una suspensién alcalina de los cere-
bros de todos los ratones afectados, se inoculé
a otro grupo de RL, los cuales mostraron
signos de enfermedad al tercer dia. Después
de un pase adicional en RL se coseché una
cantidad suficiente de cerebro de ratén in-
fectado que sirvié para realizar pruebas de
sensibilidad al éter y al deoxicolato de sodio
DCS (5) asi como para preparar antigeno
extraido con sucrosa-acetona (6) y liquido
ascitico inmune en ratén (7). En la prepara-
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cion del liquido ascitico se prescindié del
uso del adyuvante porque este produce
reacciones anticomplementarias en la prueba
de FC (8).

El virus fue titulado en RL y en ratén
adulto (RA) de tres semanas de edad por
vias intracerebral e intraperitoneal. También
se estudié su morfologia y su tamafio con el
microscopio electrénico.

Se realizaron pruebas de inhibicién de
hemaglutinaciéon (IH) siguiendo el método
en microtécnica de Clarke y Casals (6).

La prueba de neutralizacién por reduccidén
de la formacién de placas en células Vero,
linea estable de rifién de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), fue efectuada en la
modalidad virus constante-suero diluido. Se
usaron aproximadamente 100 unidades for-
madoras de placas. Los sueros se inactivaron
a 56°C por 30 minutos y luego se diluyeron
desde 1:5 hasta 1:1,280. La mezcla suero-
virus fue incubada a 37°C por 60 minutos y
luego inoculada en cantidad de 0.1 m! por
hoyo en paneles de seis hoyos. Se permitié
que esta mezcla se absorbiera en la mono-
capa de células dejandolas a 35°C durante
una hora. Después se agregd una primera
capa de agarosa (50% de agarosa al 2% -+
50% de medio de crecimiento con CO;HNa
al 7%). Tres dias después de haberlas in-
incubado a 35°C en atmésfera de CO; se
agregé una segunda capa de agar (50% de
agar Noble al 2% 4 50% de medio de
crecimiento con COzHNa al 7% y rojo de
neutral 1:30,000). Después de 24 horas de
incubacién a 35°C en atmoésfera de CO.
se leyeron los resultados y se considerd como
significativa la reduccién de la formacién de
90 % o més de las placas.

En la Unidad de Investigacién de Arbo-
virus de la Universidad de Yale (YARU) se
efectuaron pruebas FC por el método de
Casals (9).

Resultados y discusidn

Los titulos de la cepa ZG-37 en RL, por
vias intracerebral e intraperitoneal, y en RA
por las mismas vias, fueron respectivamente:

9.8,6.7, 7.7y 6.3 por ml DL;. Como puede
observarse, se obtuvieron titulos més altos
por via intracerebral que por la intra-
peritoneal.

El virus fue sensible al éter y al DCS.
El indice de sensibilidad fue de 2.6 en la
primera prucba y de 3.6 en la segunda.

Las observaciones hechas por el Dr.
Frederick A. Murphy, de la Seccién de
Viropatologia del CDC, con el microscopio
electrénico, mostraron que el virus tenia
morfologia compatible con el supergrupo
Bunyamwera.

Estudios histopatolégicos de ratones in-
fectados, realizados por el Dr. Martin D.
Hicklin, Unidad de Patologia del CDC,
revelaron células necréticas individualizadas
en la corteza cerebral, hemorragia en la
médula espinal a nivel toracico y encefalitis
difusa de bajo grado.

El antigeno extraido con sucrosa-acetona
produjo hemaglutinacién de los glébulos
rojos de un ganso hembra (A4nser cinereus)
hasta una dilucién de 1:60 con un pH ptimo
de 6.0 tanto a 4°C como a 37°C.

Una primera prueba de IH contra los
siguientes antisueros dio resultados nega-
tivos: grupo A, grupo B, encefalitis equina
del este (EEE), encefalitis equina del oeste
(EEOQ), San Luis (ESL), fiebre amarilla,
Ilheus, Guama, Bussuquara, Bunyamwera,
Nilo occidental y Sindbis.

Una prueba de FC con antisueros de los
grupos m4s representativos dentro de los
arbovirus (A, B, C, California, Guama,
Simbd, Bunyamwera, Turlock, Tacaribe,
Palyam, Capim, Tete, estomatitis vesicular
(VSV), Bwamba y Eretmapodites) y también
rabia, coriomeningitis linfocitica y un poli-
valente rabdovirus, mostré una franca reac-
cién positiva (1:32) tanto con el grupo
Simbi como con el liquido ascitico homé-
logo. Todos los demés fueron negativos. La
prueba fue duplicada con el antigeno diluido
1:4 y 1:16 y los sueros lo fueron desde 1:4
hasta 1:32.

Conocida la ubicacién del virus dentro del
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CUADRO 1—Resultados de la prueba de fijacién
del complemento entre el liquido ascitico ZG-372
contra todos los antigenos del grupo Simbi y su
homdlago ZG-37.

AntigenosP Resultados

Aino
Akabane
Buttonwillow
Ingwavuma
Manzanilla
Mermet
Oropouche
Sabo
Sango
Sathuperi
Shamonda
Shuni
Simbil
Thimiri
Utinga
Yaba 7
2G-37

0 W O =
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W
(3]

2 Liquido ascitico diluido desde 1:8 hasta 1:256.
b Antigenos diluidos 1:8 y 1:32.

grupo Simbi se procedié a buscar la identi-
ficacién definitiva.

En el cuadro 1 se dan los resultados de la
prueba de FC en que el liquido ascitico
ZG-37 fue probado contra todos los anti-
genos del grupo Simbid y su homdlogo.

Los resultados indicaron que la cepa
ZG-37 podria corresponder a Manzanilla o
a Mermet, virus que estdn muy relacionados
antigénicamente. Igual relacion existe entre
los dos mencionados e Ingwavuma (). La
reaccion con Oropouche fue mas débil; sin
embargo, era necesario aclarar el papel que
pudiera desempefiar este virus en la identifi-
cacidn de la cepa.

CUADRO 2—Reacciones cruzadas en la prueba de
fijacibn del complemento entre la cepa ZG-37 y
algunos arbovirus del grupo Simbi.

Anticuerpos a:

CUADRO 3-—Reacciones cruzadas en la prueba de
inhibicién de hemaglutinacion entre l1a cepa ZG-37 y
algunos arbovirus del grupo Simbi.

Anticuerpos a:

Man- Oro-
Antigenos ZG-37 zanilla Mermet pouche
ZG-37 160 80 <10 <10
Manzanilla 160 80 <10 <10
Mermet 80 40 160 80
Oropouche 160 <10 320 320

El cuadro 2 muestra los resultados de la
prueba de FC en ‘“tablero de ajedrez”
(titulacidén en cajén) con los virus Mermet,
Manzanilla, Oropouche y la cepa ZG-37.
No se incluyé Ingwavuma porque se con-
sider6 que, de acuerdo con la distribucién de
los arbovirus del grupo Simbii en las diferen-
tes zonas zoogeogréficas del globo (10), no
correspondia al Continente Americano.

Esta prueba mostré una reaccién un poco
mas fuerte con Mermet que con Manzanilla,
especialmente antisuero Mermet versus an-
tigeno ZG-37 en relacién con antisuero
Manzanilla versus antigeno ZG-37,

Sin embargo, en la prueba de IH, también
titulacién en cajon, tal como se muestra en
el cuadro 3, la reaccién fue evidentemente
positiva entre la cepa ZG-37 y el virus
Mangzanilla.

La prueba de neutralizacién, cuyos resul-
tados se sefialan en el cuadro 4, aclaré el
problema en forma definitiva. La reaccién
fue mis fuerte en ambas direcciones entre

CUADRO 4--Reacciones cruzadas en la prueba de
neutralizacién por reduccion de la formacion de placas

en células Vero entre la cepa ZG-37 y algunos
arbovirus del grupo Simbi.

Anticuerpos a:

Man- Oro- Man- Ingwa-
Antigenos ZG-37 Mermei zanilla pouche Virus ZG-37 Mermet zanilla vuma
2G-37 32 >1024 16 0 ZG-37 640 1280 320 5
Mermet 64 512 16 0 Mermet 1280 1280 1280 320
Manzanilla 32 >1024 16 0 Manzanilla 40 80 320 <5
Oropouche 0 32 0 32 Ingwavuma 40 160 40 80

0=<8.

Observacidn de las placas: 4° dia.
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la cepa ZG-37 y el virus Mermet que entre
aquella y el virus Manzanilla.

Este aislamiento amplia el espectro de
distribucién geografica del virus Mermet
hasta los 15° de latitud norte y sefiala su
presencia en la zona neotropical. Todos los
aislamientos anteriores procedian de los
Estados Unidos, de lugares ubicados entre
los 38 y 33° de latitud norte (1).

Desde el punto de vista de las condiciones
ecoldgicas, estas son diferentes en Zacapa,
donde predomina una vegetacién xerofitia,
de aquellas que existen en los lugares donde
el virus Mermet se habia aislado antes (/1).
Sin embargo, las capturas de aves se hicieron
con preferencia en arboles tropicales de unos
seis metros de altura y en arbustos que crecen
en los barrancos de un riachuelo que cruza
la zona. M4s alld de los barrancos crecen
los cactus y espinales propios de la vegeta-
cién xerofitia.

Los resultados del trabajo de laboratorio
con mosquitos y vertebrados capturados en
Zacapa y otras zonas de Guatemala en 1969
(3) no habian mostrado aislamientos de virus
diferentes del venezolano. El informe de dos
aislamientos de un virus del grupo Anopheles
A en dos caballos sangrados en diferentes
zonas de Guatemala como parte del mismo
trabajo de campo que se menciona aqui,
serd objeto de otra publicacidn.

Setenta y siete sueros humanos divididos
en dos grupos, uno procedente del departa-
mento de Santa Rosa y otro del departa-
mento de Jutiapa, fueron probados contra la
cepa ZG-37. Se utilizé la prueba de neu-
tralizacién por reduccién de la formacién de
placas en células Vero. Ambos grupos in-
cluyeron individuos de ambos sexos y de
diferentes edades. Ninguno de ellos mostrd
anticuerpos contra ZG-37.

Este aislamiento confirma el aserto () de
que las ““aves parecen ser huéspedes vertebra-
dos significativos” del virus Mermet.

Resumen

Se da cuenta del aislamiento del virus
Mermet de la sangre de un oriol Altamira
Lichtenstein (Icterus gularis) capturado en
Zacapa, Guatemala, en 1969.

La captura se efectué como parte del
trabajo de campo realizado por la Unidad de
Arbovirus del Centro para el Control de
Enfermedades (CDC), Atlanta, Georgia,
EUA, durante la epidemia de encefalitis
equina venezolana de ese afio.

Como sistema de aislamiento se empled el
ratén lactante. Se realizaron pruebas de
sensibilidad al éter y al deoxicolato de sodio
(DCS). Se prepararon, asimismo, antigeno
extraido con sucrosa-acetona y liquido asci-
tico inmune en ratén. Para identificar la cepa
se realizaron pruebas de inhibicién de hema-
glutinacién, fijacién del complemento y de
neutralizacién por reduccién de la formacién
de placas en cultivo de tejidos.

Esta cepa, denominada ZG-37, fue sensi-
ble al éter y al DCS. El antigeno prodyjo
hemaglutinacién de los hematies de ganso.
La prueba de neutralizacién permitié su
identificacién como correspondiente al virus
Mermet.

Este es el primer aislamiento del virus
Mermet fuera de los Estados Unidos y el
primero, también, en la regidén neotropical.

Este aislamiento ratifica el papel de las
aves como huéspedes vertebrados impor-
tantes del virus Mermet y de los arbovirus en
general.[]
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Isolation of the Mermet virus in Guatemala (Summary)

The article gives an account of the isolation
of the Mermet virus from the blood of an Alta-
mira Lichtenstein oreole (Icterus gularis) cap-
tured at Zacapa, Guatemala, in 1969.

The bird was caught as part of the field work
carried out by the Arbovirus Unit of the Center
for Disease Control (CDC), Atlanta, Georgia,
U.S.A., during the 1969 Venezuelan equine en-
cephalitis epidemic.

For the isolation procedure, suckling mice
were used. Tests of sensitivity to ether and to
sodium deoxycholate were made, and antigen
extracted with sucrose-acetone and mouse im-
mune ascitic fluid were prepared. To identify
the strain, tests of hemagglutination inhibition,

complement fixation and neutralization by re-
duction of plate formation in tissue cultures were
carried out.

The strain, ZG-37, was sensitive to ether and
to sodium deoxycholate. The antigen produled
hemagglutination in goose erithrocytes. The
neutralization test confirmed its identification
as belonging to the Mermet virus.

This is the first time that the Mermet virus
has been isolated outside the United States, and
the first time also in the Neotropical region. The
discovery confirms the role played by birds as
important vertebrate hosts of the Mermet virus
and of arboviruses in general.

lsolamento do virus Mermet na Guatemala (Resumo)

Os autores ddo conta do isolamento do virus
Mermet do sangue de um papa-figo Altamira
Lichtenstein (Icterus gularis) capturado em
Zacapa, na Guatemala, em 1969,

A ave foi capturada como parte do trabalho
de campo realizado pela Unidade de Arbovirus
do Centro de Controle de Enfermidades (CDC)
de Atlanta, Geérgia, Estados Unidos da Amé-
rica, durante a epidemia de encefalite egiiino-
venezuelana verificada naquele ano.

Como sistema de isolamento foi empregado o

rato lactante. Foram realizadas provas de sensi-
bilidade ao €ter e ao dexicolato de sédio (DCS).
Foram também preparados antigeno extraido
com sacarose-acetona e liquido ascitico imune
em rato. Para identificar a variedade, reali-
zaram-se provas de inibicdo da hemaglutinagio,
fixacio do complemento e neutralizagio me-
diante a redugdo da formacio de placas em cul-
tura de tecidos.

A variedade em questdo, denominada ZG-37,
mostrou-se sensivel ao éter e ao DCS. O antigeno
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produziu hemaglutinacio das hemdcias de
ganso. A prova de neutralizacio permitiu identi-
fici-la como correspondente ao virus Mermet.

Foi essa a primeira vez que se isolou o virus

Mermet fora dos Estados Unidos, e também a
primeira numa regifio neotropical.

O isolamento referido confirma o papel das
aves como hdspedes vertebrados importantes
do virus Mermet e dos arbovirus em geral.

Isolement du virus Mermet au Guatemala (Résumé)

Le présent article fait état de Iisolement du
virus Mermet dans le sang d’un loriot Altamira
Lichtenstein (Icterus gularis) capturé & Zacapa,
Guatemala en 1969.

La capture eut lieu dans le cadre du travail
sur le terrain réalisé par Unité des Arbovirus
du Centre de lutte contre les maladies (CDC),
Atlanta, Géorgie, Etats-Unis d’Amérique, pen-
dant I'épidémie d’encéphalite équine qui sévit
cette année-la.

Pour I'isolement, on recourut 2 la ratte gra-
vide. Les intéressés effectutrent des épreuves
de sensibilité a 1'éther et au déoxycolate de so-
dium (DCS). Hs préparérent également un
antigéne extrait avec de 'acétone et du liquide
acétique immun chez la ratte. Pour identifier la

souche, ils firent des épreuves d’inhibition par
hémoaglutination, de fixation du complément
et de neutralisation par réduction de la forma-
tion de plaques en culture de tissus.

Dénomée ZG-37, cette souche fut sensible a
Péther et au DCS. L’antigéne produisit 'hémo-
aglutination des hématies de Voie. L’épreuve
de neutralisation permit de I’identifier comme
correspondant au virus Mermet.

Clest la premitre fois que le virus Mermet a
été isolé en dehors des Etats-Unis et de la région
néotropicale.

Cet isolement monire bien le rdle que jouent
les oiseaux comme hdtes vertébrés importants
du virus Mermet et des arbovirus en général.



