55
55
2542
2543 0.2
0.2 10%
Phosphate Buffered Saline 2 (viv wiv )
3,000 / 10 (supernatant) -70 C
Canine Parvoviral DNA
Positive control Parvovirus vaccine (Modified Live Virus)
Parvodog (Rhone-Merieux)
Negative control
(DNA extraction) 15
microtube 0.1 M. NaOH 40 Incubate 37 C 1
0.1 M. HCI 50
Primers CPV accession number
' Genbank CLUSTAL X (NCBI)



ur2697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M19296

22697
U72696
?2695
72698
M24003
M24000
M23255
M19296

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M192 96

22697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

3280 3290 3300
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC
TGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATC

3360
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTAATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC
ATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATC

*

3420
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT
TGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTT

3480
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGGACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGGACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGGACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATAT
TCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATAT

13540
ATACCATGGCACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT
ATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGT

*



72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M19296

72697
72696
?2695
72698
M24003
M24000
M23255
M192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96
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3600
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC
ACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACC

3660
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA
ATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAA

3680 3690 3700 3720
TTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGGTGATATAGGAGTTCAACAAGATAA
TTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGGTGATATAGGAGTTCAACAAGATAA

3780
AAQMCGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG
AAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAG

3840
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC
ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC



u72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M2 3255
M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M2 32 55
M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M2 32 55
M192 96
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3900
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGC

* * *

3960
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTAATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG

4020
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG

4080
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAGATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAAATGATAATGTATTGCTACC
AGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACGAATGATAATGTATTGCTACC

4140
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG
AACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGG



ur2697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M192 96

72697
72696
72695
u72698
M24003
M24000
M23255
M19296

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

72697
72696
72695
?2698
M24003
M24000
M23255
M 192 96

22697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M23255
M 192 96
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4200
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA
TCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAA

KoKk kK KKk kK KKK kK KKK KK KKK KK KKK kK kK kK Kk Kk kK kK k kK Kk kK * KK

4260
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
AGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAA
R R R R TR I E I T

4320
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTGAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
TAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCC
R R R R R R R R R R R R R

4380
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
TGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAA
R R R O O O O TN TR NN T

4440
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG
ATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAG

* *k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok k% * Kk K * ok k  k k ok k Kk * k kK k%



Uur2697
72696
72695
72698

M24003

M24000

M23255

M 192 96

72697
72696
72695
72698
M24003
M24000
M2 3255
M 192 96

72697:
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4500
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATATAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATATAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
TATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGT
Kok ok ok ok kK kok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok kKA Kk k ok ok ok okkokokk KK KKK KKKk ok kK k kKKK KKK KKK KKK

4540 4550 4560
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATG-TTTTTA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATG-TTTTTA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATG-TTTTTA
ATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTA

Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kok okk ok okkok ok kokokkokkkokkkkkkkkkok

CPV-2a ; 72696: CPV-2b ; 72695: CPV-2a 72698: CPV-2a; M24003:

CPV-2a(15) ; M24000: CPV-2a(31) ; M23255: CPV-2(d) ; M19296: CPV-2

6 CLUSTAL X (1,64b) multiple sequence alignment

region)

17

Primer

1

DNA nucleotides 3,280 4,540

CPV-2 CPV-2a CPV-2b 3,685 3,699
primers (conserved
nucleotides 3,685 3,699 VP2 gene

CPV primers

28 GC 40-60 melting temperature (Tm)
primers 2
primers
Sequence 5--------- 3 Tm(°C) %G-C content
CTCCAGCAGCTATGAGATc 58 52.63
GATCTGTTGGTAGCAATAC 54 42.11
CATCTGGATCTGTACCATGG 60 50.00

CTAGGTGCTAGTTGATATG 54 42.11
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primers
Primerl (Forward) 5-CTCCAGCAGCTATGAGATC-3
3,342 3,360
Primer2 (Reverse) 5-GATCTGTTGGTAGCAATAC-3’
(complementary) 4,070 4,088 &
Primer3 (Reverse) 5-CATCTGGATCTGTACCATGG-3'
(complementary) 3,484 3,503 )
Primer 4 (Reverse) 5-CTAGGTGCTAGTTGATATG-3’
(complementary) 4,570 4,588 (3)
restriction enzyme CPV-2 CPV-2a CPV-2b
3,685 3,699 Graphic map / Table by enzyme name
internet web site Httpy/www.ccsi.coni/firstmarket/cutter restriction enzyme
3,686 3,708 Rsa | (6= GTVaC- 3) th | (5—- GGTGA
(N)gV- 3
PCR (Optimization of PCR condition)
primers (16.5, 25 50 pmole)
(5 10 ) PCR (1, 5
10 ) Taqg DNA Polymerase (0.5, 1 1.5 unit) primer
annealing temperature (50°c 55°C)
I CPV seminested Polymerase Chain Reaction
(DNA amplification) VP2
1 50 PCR 10 MTris-HCI (pH8.3),

50 MKCI, 1.5 MMgCI2 25 pmole primer 1 primer 2, 200 uM dNTPs ,
0.5 unit Taq DNA polymerase, 5
microtubes Programmable DNA

Thermal Cycler

11 94 C 5

12 PCR
Dénaturation 94 C 30
Annealing 55 C 2

Extension 72 C 2


http://www.ccsi.coni/firstmarket/cutter
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30
1.3 72 C 10
2. 50 PCR 10 mMTris-HCI (pH8.3),
50 MKCI, 1.5 MMgCI2, 25 pmole primer 1 primer 3, 200 uM dNTPs ,
0.5 unit Taq DNA polymerase, PCR 1
microtubes Programmable DNA Thermal Cycler
PCR
(Product detection)
10 2% agarose gel electrophoresis
1X TBE buffer 100 40 ethidium bromide uv
light PCR molecular weight marker 100 bp DNA Ladder

(New England, Biolabs)

seminested PCR

PCR (inhibitory substances)

1 PCR seminested

PCR seminested PCR

260

PCR

PCR

PCR



CPV
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seminested Polymerase Chain Reaction

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Analysis

ChPV )
RFLP
CPV seminested PCR
CPV
? 1 (DNA amplification) VP2
1. 45 PCR 5 MTris-FiCl (pH8.3),

25 mMKCI, 0.75 mMMgCI2, 16.5 pmole primer 1 primer 4, 250 uM dNTPs 1

1.5 unit Tagq DNA polymerase,

microtubes

Cycler

11 94 C

12

Dénaturation 94 ¢
Annealing 50 ¢

0

Extension 72 ¢
30
1.3

2. 45

5

Programmable DNA Thermal

5
PCR
30
2
2
72 C 10
PCR 5 MTris-HCI (pH8.3),

25 mMKCI, 0.75 mMMgCl2, 16.5 pmole primer 1 primer 2, 250 uM dNTPs 1

15 unit Taqg DNA polymerase,

microtubes

1X TBE buffer 100
light PCR

(New England, Biolabs)

PCR 5

Programmable DNA Thermal Cycler

PCR
(Product detection)
10 2% agarose gel electrophoresis
40 ethidium bromide uv

molecular weight marker 100 bp DNA Ladder



CPV DNA Restriction Enzymes
CPV-2 CPV-2a CPV-2b Restriction Enzyme RS |
PCR 20 , 15
10X NEBuffer 1 2.5 Rsa 1 (10 unitsiul) 1 incubate 37°c 3
Restriction Enyme th I PCR 20
, 0.5 , 10X NEBuffer 4 2.5 Hph 1 (5 unitsiuly 2
incubate 37°c 3

(Product detection)

(restriction fragments) 25 2%
agarose gel electrophoresis 1X TBE buffer 80 90 ethidium
bromide uv light PCR molecular weight

marker 100 bp DNA Ladder (New England, Biolabs)

Rsa | PCR (CPV-2a CPV-2b)
747 149, 50, 146 402 PCR (CPV-2)
747 149, 50 548 7 Hph 1
PCR (CPV-2a CPV-2b) 747 220, 348
179 PCR (CPV-2) 747 220, 147

380 8



-[J' E; ‘V’ o

747

146,149

50

7UM 7 gUuuy RFLP 983 CPV Products Ngnantaaiaulnd Rsa |

= PCR
= PCR
V= PCR
U SV ua
747
380
220
179
147
8 RFLP  CPV Products Hph |
= PCR
= PCR

V= PCR
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(prevalence)

CPV
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