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LETTER

Using the inverse Poisson distribution to calculate multiplicity of
infection and viral replication by a high-throughput fluorescent
imaging system
 
Dear Editor,

For virologists, it is crucial to confidently determine the
concentration of infectious particles that are utilized and
produced in experiments (Dulbecco, 1952; Bushar and
Sagripanti, 1990; LaBarre and Lowy, 2001; Gueret et al.,
2002; Gao et al., 2009; Kutner et al., 2009; Grigorov et
al., 2011; Knipe and Howley, 2013). With respect to
Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1), this is generally ac-
complished with plaque assays involving an adherent
cell line such as Vero cells, which are plated at appropri-
ate confluency on a multi-well plate and allowed to at-
tach overnight. The cells are infected with an unknown
concentration of viral inoculum in a serial dilution (of-
ten 4 empirically derived dilutions) with statistical rep-
licates (often 3). The inoculum is allowed to bind to the
cells for 1 hour and is then removed. The infection is al-
lowed to progress until localized points of cell death or
plaques can be observed by the naked eye or with light
magnification to determine a macroscopic cytopathic ef-
fect. This often takes 24–48 hours for most HSV-1
strains (Hsia et al., 2013; Bedadala et al., 2014; Figliozzi
et al., 2014). The entire process generally takes 72 hours
and relies on the accuracy of the subjective count. Fur-
thermore, the extensive labor involved in the staining
and counting for this multi-well plate format limits the
total number of samples that can be reasonably pro-
cessed to about 8 samples on 4 plates per assay without a
dedicated technician or some automation. In addition, the
multiple staining and washing steps can cause the mono-
layer of cells to become damaged, thus rendering the as-
say a failure.
Here, we introduce an additional method that we be-

lieve has merits with respect to reducing labor, decreas-
ing wait times, improving objectivity, and decreasing
long-term costs. This new method, called fluorescently
labeled infected cell inoculum titration (FLICIT), util-
izes high-throughput fluorescent microscopy instrument-
ation such as Cytation 3 from Biotek, and is therefore
only applicable to transgenic viruses that cause host cells
to express fluorescent proteins. For the purpose of devel-

oping this method, we used the recombinant virus HSV-
1 strain 17-Syn+, which expresses green fluorescent pro-
tein (GFP) (Figure 1A) and exhibits the same replication
pattern as the wild-type counterpart (Foster et al., 1998).
This new method relies on titrating the inoculum so that
dilution ensures that the rate of infection is less than
50%, with cells infected by nearly one viral particle
each; thus, each fluorescent signal can be attributed to a
single viral particle.
Early attempts at testing this approach revealed that

this one-to-one ratio was difficult to achieve. Upon fur-
ther testing and observation, it became clear that this
phenomenon was best described by a distribution that is
very familiar to virologists, the Poisson distribution
(PD). The PD models discrete events that occur over a
fixed period of time or space, such as the number of in-
fected cells inoculated with a fixed number of viral
particles for a fixed time or well size (Knipe and How-
ley, 2013). We assumed that our observed rate of infec-
tion would also follow the PD; accordingly, use of an
equation that models the PD could then be used to estim-
ate the number of infectious viral particles in an un-
known concentration of inoculum.
Since FLICIT quantifies the proportion of cells that

are infected by the inoculum, and the PD in its standard
form solves for the proportion, the PD must be re-
arranged to solve for its variable m, in order to utilize PD
to determine the multiplicity of infection (MOI) and the
viral titer. The MOI is the ratio of the number of infec-
tious particles relative to the number of host cells ex-
posed to the inoculum (Knipe and Howley, 2013). For
example, an experiment using an MOI of 1 should, in
theory, use 1 viral particle per cell. However, the infec-
tion process is stochastic, which means that the number
of virus particles absorbed by a host cell will vary (Knipe
and Howley, 2013). Thus, the efficiency of infection is
dependent on a statistical probability of host cells ab-
sorbing different numbers of viral particles, thereby pre-
venting every cell from receiving an infectious viral
particle. In fact, for many viruses, the probability that an
individual cell will absorb a given number of viral
particles can be modeled using the PD, where the prob-
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ability is a function of the number of outcomes and the
mean expected outcome, as follows: 

Pfng = mne¡m

n !

Where P{n}is the probability that any cell is infected
with n particles, m is the MOI, and n is the number of
particles in a given cell (Knipe and Howley, 2013). The
probability that a cell does not become infected, n = 0,
simplifies the equation as follows, since 0! and m0 both
equal 1:

Pf0g = e¡m

If all possible outcomes equals 1, then P{0} and the
probability of a cell receiving more than 0 viral particles,
P{n > 0}, is also equal to 1.

P f0g+ P fn > 0g = 1

Solving for P{0} and rearranging the equations gives:

e¡m = 1¡ Pfn > 0g

Taking the natural log of both sides and multiplying by -1
gives iPD

m = ¡ ln (1¡ P fn > 0g)

Thus, we can approximate that:

Figure 1.  Comparison of viral titration methods: Plaque assay, FLICIT assay, and FLICIT assay after iPD transforma-
tion. (A) Representative image from a FLICIT experiment viewed in Gen5. Blue signals from DAPI-stained cells and
green signals from cells infected with recombinant HSV-1 expressing GFP. Cells encircled in orange by the Gen5 pro-
gram denote a cell that was quantified by the software. (B) Plaque assay and FLICIT were performed using a stock vir-
us with a labeled concentration of 7.5 x 105 pfu/mL. The FLICIT alone failed to accurately quantify the virus however, us-
ing the raw FLICIT titer to solve for MOI in the iPD equation resulted in a titer that closely matched the expected
“labeled” titer and agreed with the Plaque Assay. (C) FLICIT assay performed on a dilution series of lab stock virus. The
expected concentrations of the dilution series were 1 x 106, 1 x 105, 1 x 104, and 1 x 103 viral particles/mL. The triplicate
calculated results from FLICIT were graphed on a scatter plot. The best fit line had a slope of 0.9907 and an R2 of
0.9996 closely matching the expected results.
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P fn > 0g ¼ #in f ected cells
#total cells

We can achieve the above enumerations by counting the
number of green fluorescent cells, due to infection by the
recombinant GFP-HSV-1, and the number of blue fluor-
escent cells stained by DAPI (Held, 2015).
In order to properly asses the statistical power of this

method, we must properly carry and manipulate the in-
herent propagation of error that the equation and method
yield. Since iPD is in the form of:

f = ® ln(bA )

we can calculate the standard deviation as explained in
Harris’s Quantitative Chemical Analysis, Sixth Edition
page 56 (Harris, 2003):

¾f ¼
¯̄̄
®¡ ¾A

A

¯̄̄
The Cytation 3 system from BioTek is an automated

fluorescent microscopic imaging station and plate reader.
It is capable of automatically capturing fluorescent im-
ages in several fluorescent channels and enables optical
magnification in multiple locations of every well on mul-
tiwall plates. After capturing the images, the accompan-
ied Gen 5 software can analyze each image using a cell
analysis feature (Figure 1A). The cell analysis feature
uses an algorithm to simulate a “rolling ball” over the
image. As the “ball rolls over” an area of pixels that
meets the fluorescent intensity and size parameters set by
the user, the software counts the area as a cell. The soft-
ware then counts the number of fluorescent cells in each
well and in each fluorescent channel.
Data from the assays of the lab standard stock HSV-1

inoculum were performed and compared to test our hy-
pothesis and the validity of the mathematic calculations.
Without the use of the iPD, the FLICIT assay failed to
correctly quantify the viral titer (Figure 1B). Upon im-
plementing the iPD, the FLICIT assay measured the titer
of the stock virus to within 4% of the measurement ob-
tained by the plaque assay and to within 0.1% of the ex-
pected value (Figure 1B). Furthermore, FLICIT was used
to measure the viral concentration of a dilution series of
the lab stock virus. The triplicate results were graphed
(Figure 1C) as a scatter plot, and yielded a best fit trend
line with a slope of 0.9907 and an R2 of 0.9996.
The FLICIT assay exhibits several advantages over

traditional plaque assays. For example, many chimeric
viruses contain transgenes that can modify viral replica-
tion (Bedadala et al., 2014). In that regard, it is difficult
to correctly measure the titer of this virus and compare it
to its wild-type counterpart using the plaque assay since
the replication was altered by the transgene and thus the

plaque assay result might not accurately reflect the true
titer of the recombinant virus. This issue can be easily re-
solved using FLICIT with the replication inhibitor acyc-
lovir, since it calculates the green fluorescence from the
infected cells without relying on completion of replica-
tion.
In summary, the plaque assay required over 3 hours of

labor and a total of 4 days to complete in order to ob-
serve a macroscopic cytopathic effect. The assay re-
quires use of a 24-well plate with 5 × 106 Vero cells to
test two inoculums in triplicate. FLICIT relies on the cel-
lular expression of GFP, which can be observed and
quantified in our system at 8 hours post-infection. There-
fore, FLICIT is able to complete the analysis in under 24
hours. FLICIT can simultaneously titer up to 24 samples
per plate, which required under 3 hours of labor to pre-
pare and initiate in the automated quantification. Based
on comparison of the time required, labor hours, and
costs between the two methods, it is our opinion that
FLICIT is superior over plaque assays with respect to all
three parameters. Specifically, FLICIT is approximately
12-fold cheaper to run, requires one-twelfth of the labor
hours per sample tested, and can yield results in a quarter
of the time required for the plaque assay. These com-
bined advantages make FLICIT exponentially more cost-
effective overall than the plaque assay.

FOOTNOTES
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