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Extragcao de DNA de particulas virais — visualizacao apods eletroforese
DNA eluido em amostras de 100 pL
10 pL (1/10 da amostra) / pogo

Ladder1 2 3 4 5 6 7 8 HyperLadder 1Kb (Bioline)

SIZE (op) | ng/BAND

—— 10037 100
— 8000 80
— 6000 60
— 5000

—— 4000 40
—— 3000 30
— 2500 25
—— 2000 20

——1500/1517 | 15/15

—— 1000 100
—— 800 80
—— 600 60
— 400 40
— 200 20

Calculo da concentracao das amostras de DNA (equipamento: Genova Nano
spectrophotometer)

Virus Amostra Concentragdo DNA Total DNA Total
(DNA genémico) (ug/mL) (ugem 100 pL) (ug por amostra de virus)
BoA 1 137,57 13,7 13,7
FV3-1 2 43,82 4,4
FV3-2 5 62,25 6,2
FV3-3 6 133.81 13,4 24
LMR1 3 27,47 2,7
LMR2 7 30,58 3,1 5,8
2000A 4 54,15 5,4
2000B 8 23,32 2,3 7,7



Resultados da Titulagcao

Expressao utilizada no calculo do titule: T (pfu/mL)

Titulacdo das suspensoes virais

niumern médio de placas x fator de diluicdo
volume inoculado (0.1 mL)

Diluigdo . .
. iy MNamero de Titulo .
Virus utilizada na . Observagoes
contagem placas de lise (pfu/mL)
" 44 e 54 I i A A A
BoA 10 Média: 49 4.9 x10% Diluigdes 107", 10# & 10® incontaveis
’ Ge2 Diluigées 10" & 10 incontaveis
a
2000 10 Meédia:4 4x10° *Resultado ndo concordante com a diluigdo anterior
FV3 10 ME ;;?ST 27x10% | Diluigdes 107, 10% & 10® incontaveis
LMR 104 st 9x10° | Diligdes 10", 102 e 10 incontéveis




Resultados da amplificacao por PCR
Ordem das amostras para cada regiao: Negativo, BoA, FV3, LMR, 2000; FV3,, FV3;, LMR,, 2000 (apenas regiao
VIF)

Regiao MCP Regido Pol Ladder Regiao VIF
Y !

Calculo do numero de células Vero numa suspensao celular (3 mL) obtida a partir de
uma cultura confluente crescida num frasco T25, em meio CO; independente

Suspensao original Suspensao em azul de tripano (1:3)
A B Cc Média
Suspensao original N° células 300 300 300 300
Suspensao em azul Ne° células viaveis 92 63 88 81
de tripano (1:3) N° células inviaveis 7 4 ?
TOTAL 99 67 88 86

1- Concentragao de células viaveis (C,) na amostra (se diluida 1:3 em azul de tripano)
C,=81x10*x 3 =243x10* = 2,43x10°

2 -Taxa de viabilidade (T,)
T. (%)= (81/86) x 100 = 94%

3 - Numero de células viaveis (N,) existentes na suspensao celular (3 mL)

N,=CXV=2,43x10°x 3=7,3 x 10°



