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Estructura viral
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Tres dominios:

- Dominio N-terminal metiltransferasa (Mt)
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Modificaciones por NSP1 en Alfavirus
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Metodologia

Representacion esquematica de la
estrategia general de clonacion para
los vectores pJET1.2 y pPROEX Htb
y la construccion final pPROEX
HTb-NSP1 flanqueada por sitios de

restriccion para BamHI y Xhol.
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Protocolo de inmunizacion de ratas Wistar y evaluacion del suero

hiperinmune por inmunofluorescencia

Hyperimmune

1st 3rd serum was
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Resultados

TCT-GTG-TAC-3" and the reverse primer 5'-CTA-TCT-CGA-
CCA-CGA-GAG-CTC-GAA-3', which were flanked by the
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Clonacion de la secuencia codificante de la NSP1 en el vector de transferencia pJET.

Electroferograma de la restriccion pJET- NSP1
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Electroferograma del plasmido pPROEX Htb y amplicones digeridos con las enzimas de restriccion

BamHI y Xhol previo a la clonacion.

M13/plUC everse (235 .. 257)
BamHI (345
| EcoRI (352)
|/ _sall (3¢e8)

MM  NSP1 Xhol
—Sacl (378) +Bam H I
— — Notl (ze8)

Trc prom, Ote_:

PPROEXHTtb
Xhol+BamHI

1kb
———Xbal (40z)
f»..__,__:_'_r'__'_;HindIII (435)

) N T pTrcHis Reverse (473 .. 420)
K \

PPROEXH(th
4,779 Db
. 3000 P
% Vol
g pProEXHTB % || NSP1
’ % 4779 bp g ;II ‘,." 1000 1,578 bp
500




Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante no estructural 1

(rNSP). Cinética de expresion de NSP1 en E. coli.
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Purificacion de NSP1 recombinante de CHIKYV utilizando una columna de Ni-NTA. Las fracciones

eluidas se analizaron a traves de western blot utilizando un anticuerpo anti-His especifico.
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Sin infectar

Reconocimiento especifico de la

NSP1 en células Vero infectadas
con CHIKYV que fueron
analizadas mediante tincién de

iInmunofluorescenciaalas5y 24

h posteriores a la infeccion.




Ampliacion 24 Post-infeccion




Conclusiones

La NSP1 recombinante es una proteina inmunogénica, que nOS
permite obtener anticuerpos policlonales contra rNSP1 que reconocen
la forma nativa de la NSP1.

El antisuero es una herramienta muy util para estudiar aspectos

importantes del ciclo viral del CHIKV.
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