Parte 11

TECNICAS DE VIROLOGIA



1 - PRODUCAO DE VIRUS (EMCV, FV3 E OUTROS IRIDOVIRUS) EM CELULAS VERO

Objectivos

1 - Familiarizacdo com as técnicas de Virologia

2 - Producdo de suspensfes virais com titulos compativeis com as multiplicidades de infeccdo (m.o.i.)
exigidas nas experiéncias a realizar nas aulas seguintes.
Introducao

O EMCYV e os Iridovirus utilizados nestes trabalhos podem ser produzido em células Vero, em meio de
cultura DME contendo FCS a 2%. E conveniente infectar culturas celulares subconfluentes, e utilizar uma
m.o.i < 1.

Todas as operacOes envolvidas no manuseamento das células, virus e respectivos meios sao efectuadas
em condigdes de assepsia, com material estéril, e em camara de fluxo laminar classe Il A (Biohazard).

A rejeicdo de material e de meios infectados efectua-se para recipientes apropriados (adequados a serem
autoclavados ou contendo uma solucdo de hipoclorito de sddio a 5%).

Procedimento

1 - Rejeitar o0 meio de cultura de um T75 subconfluente.

2 - Adicionar 1ml de uma suspenso viral com um titulo inferior a 10°pfu ml *

3 - Incubar durante 30 minutos a 37 °C (EMCV) ou 28 °C (Iridovirus) em atmosfera de CO,.

4 - Adicionar 7ml de meio com soro a 2% (DME-FCS;) e voltar a incubar em atmosfera de CO,.
(dois dias mais tarde)

5 - Observar as culturas ao microscopio. A progressdo da infeccdo resulta na producéo de virus e leva a uma
alteragdo morfolégica (efeito citopatico — ECP) seguida de perda de aderéncia das células. Um ECP total
corresponde a totalidade das células com forma esférica, quer ainda estejam aderentes ou ja se encontrem em
suspensao. Nessa altura, retirar os frascos da estufa e manter a 4 °C, bem rolhados, até a aula seguinte.

(aula seguinte)

6 - Colher o meio de cultura para um tubo Falcon de 15ml. NOTA: Sujeitar previamente as culturas, mas

apenas dos Iridovirus, a um ciclo de congelagdo/descongelacéo (-70 °C ou neve carbonica / 37 °C).

7 - Clarificar a suspensdo viral, por centrifugacdo de 5 minutos a 3000 Xg.

8 - Colher os sobrenadantes (suspens@es virais) para 5 microtubos de 2ml (amostras de 1,8ml). Manter o
restante no tubo Falcon (para titular). Etiquetar convenientemente e conservar a -70 °C e/ou proceder a
concentracdo das particulas virais (passo seguinte)

9- Concentrar as particulas virais das amostras distribuidas por 4 microtubos, durante 2,5h a 20 000Xg a 4 °C.
Rejeitar os sobrenadantes e ressuspender os sedimento em 180ul de PBS-A (virus 10X concentrado).

Conservar a -70°C.



2 - TITULACAO DOS VIRUS PRODUZIDOS

Objectivos

1 - Aprendizagem e discussao de técnicas de quantificagéo de virus.
2 - Determinacéo dos titulos das suspensdes virais produzidas nas aulas.

Introducéo
O numero de particulas infecciosas presentes numa suspensao viral pode ser determinado por titulagéo.

A titulacdo consiste em infectar uma série de culturas celulares com aliquotas de diluigdes sucessivas
dessa suspensdo viral. Apés incubacdo durante um periodo de tempo que permita alguns ciclos de
replicacdo viral, e desde que se assegure que a descendéncia de cada particula infecciosa fica imobilizada no
meio de cultura e s6 consegue infectar as células vizinhas, podem observar-se placas de lise. As placas de
lise sdo zonas com células destruidas pela infeccdo, e podem ser evidenciadas por coloragdo das células
vidveis com um corante vital, ap6s fixagdo (em que apenas as células vidveis se mantém aderentes).

Procedimento

1 - Distribuir aliquotas de 0,9ml de PBS-A por 6 tubos de ensaio.
2 - Proceder a dilui¢des da suspensdo viral (desde 10 até 10°°).
3 - Rejeitar 0 meio de cultura de uma placa de 48 pocos com culturas subconfluentes de células Vero.

4 - Inocular cada poco com 0,1ml de suspensao viral, utilizando varios pocos por cada diluicdo (utilizar apenas
as diluicdes 10, 10°°, 10 e 10°%). Inocular alguns pogos com 0,1ml de PBS-A (testemunho).

5 - Incubar em estufa de CO, durante 30 minutos (periodo de adsorcéo viral).
6 - Adicionar a cada poc¢o, 0,5ml de DME-FCS, com Sephadex G50 a 2% (DME-T).
Agitar o meio de titulacdo antes de cada pipetagem!

7 - Colocar em estufa de CO,, tendo o cuidado de manter a placa completamente imobilizada até ao final desta
incubacéo.

(Dois dias depois)
8 - Fixar as células durante 30 minutos a t.a., adicionando a cada pogo cerca de 0,5ml de formaldeido a 5%.
9 - Rejeitar 0 meio de cultura com formadeido, e lavar bem o0s pogos em agua corrente.
10 - Corar as células durante 15 minutos com Giemsa a 10% (cerca de 0,2ml por po¢o).
11 - Rejeitar o corante e lavar novamente em agua corrente.
12 - Contar o nimero de placas virais observaveis nos diferentes pocos.

13 - Calcular o titulo T do virus, expresso em unidades formadoras de placas (“Plaque forming units” - pfu) por
mililitro (pfuml™): T=nf/i

- n é a soma dos nimeros de placas virais contadas nos pogos em que se inocularam dilui¢des que
resultaram num ndmero contavel de placas.

- f é o factor relativo & menor dilui¢do que contribuiu para o valor n (por exemplo, sera 10%, se tiver sido
adiluicdo 10™)

- i1 é a soma dos volumes (em ml) dos inéculos virais aplicados nos pocos em que se contaram placas,
mas tendo em conta a dilui¢do (0,1 por cada pogo com a menor diluigdo que contribuiu para o valor n; 0,01
por cada poco da diluicdo seguinte; ...).



