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Abreviaturas

BLAST Basic local alignment search tool
bp base pairs
ChPV parvovirus de pollo
cDNA DNA complementario
Ct ciclo al umbral de amplificación exponencial (“threshold cycle”)
CV calicivirus
DenV virus Dengue
DALY años de vida potencialmente perdidos (“Disability-adjusted life year”)
DNA ácido desoxirribonucléico
dsDNA DNA de doble cadena
dsRNA RNA de doble cadena
EDA enfermedad diarreica aguda
EHEC Escherichia coli enterohemorrágica
EIA enzimoinmunoanálisis
ELISA ensayo enzimático inmunosorbente (“Enzyme-linked immunosorbent assay”)
EPEC Escherichia coli enteropatógena
FeAstV astrovirus felino
FDA Food and Drug Administration
FLUAV virus de Influenza A
FLUVB virus de Influenza B
HAV virus de la Hepatitis A
HAdV adenovirus humano
HAstV astrovirus humano
HBoV bocavirus humano
HCV virus de la Hepatitis C
HEV enterovirus humano
HHV virus herpes humano
HPeV parechovirus humano
HuCosV cosavirus humano
HuCV calicivirus humanos
ICG inmunocromatografía
JCV polyomavirus JC
kb kilobases
NCBI National Center For Biotechnology Information
NDV virus de NewCastle
NEG negativo
NN vecino más cercano (“nearest neighbor”)
NSP proteína viral no estructural (“non structural protein”)
nt nucleótido
NV virus Norwalk o norovirus
ORF marco abierto de lectura (“open reading frame”)
PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida (“polyacrilamide gel electrophoresis”)
PCR reacción en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction”)
PoAdVB adenovirus porcino B
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RaPBV picobirnavirus de conejo
RHPA hemaglutinación reversa pasiva
RNA ácido ribonucléico
RP producto de rangos (“rank products”)
POS positivo
RT-PCR transcripción reversa acoplada a PCR (“reverse transcriptase PCR”)
RRV cepa de simio de rotavirus
RV-A rotavirus A
SIDA síndrome de inmunodeficiencia adquirida
ssDNA DNA de cadena sencilla
ssRNA RNA de cadena sencilla
SV virus Sapporo o sapovirus
Tm temperatura de desnaturalización (“melting temperature”)
TTV torque teno virus o anellovirus
VLP partícula similar a virus (“virus like protein”)
VP proteína viral estructural (“viral protein”)
ΔG energía libre de Gibbs
ΔH diferencia de entalpía
ΔS diferencia de entropía
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Resumen

La gastroenteritis es una enfermedad caracterizada por causar diarrea y vómito. Puede ser causada por

una gran variedad de patógenos entre los que se encuentran los virus. En la práctica clínica sólo se

evalúan algunos virus de forma rutinaria, en parte por la falta de herramientas de detección paralela

resultando en una gran cantidad de casos sin un agente identificado. En este trabajo desarrollamos un

microarreglo  de  DNA que  en  un  solo  ensayo  evalúa  128  especies  de  virus  asociados  al  tracto

gastrointestinal de vertebrados. La estrategia de selección de sondas (70meros) estuvo basada en la

energía libre de Gibbs de la hibridación entre la sonda y su blanco. Las sondas seleccionadas reconocen

específicamente su especie viral y cubren todas las secuencias conocidas al momento del diseño. El

microarreglo se validó con 10 especies de virus de referencia y 6 especies más a través de muestras

clínicas. Para determinar el límite de detección de la plataforma se evaluaron diferentes cantidades de

tres virus con diferente tipo de genoma. El microarreglo es capaz de detectar desde 10e3 partículas de

virus  independientemente  del  tipo  de  genoma.  Posteriormente  se  evaluó un grupo de 76 muestras

clínicas de niños que presentaron gastroenteritis y los resultados se compararon con PCR diagnóstico.

Las muestras con infección sencilla fueron detectadas de forma consistente mediante los dos métodos,

mostrando alta especificidad y sensibilidad. Sin embargo, las muestras con coinfección no mostraron

buena correlación entre microarreglo y PCR, estas discrepancias fueron analizadas por RT-qPCR y se

observó que en la mayoría de las muestras el virus detectado por microarreglo tenía mayor cantidad de

material genético presente. El microarreglo desarrollado puede ser actualizado y aplicado a diferentes

especies animales para obtener información sobre la variedad de virus circulantes ayudando a entender

las infecciones virales gastrointestinales.
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Abstract

Gastroenteritis  is a medical condition characterized by vomiting and diarrhea. It can be caused by a

wide  range  of  pathogens  including  viruses  for  which  an  increasing  number  of  species  has  been

discovered and associated to gastrointestinal tract. However, in the clinical practice testing for only

some viruses is the usual routine in part because of lacking parallel detection tools, resulting in a large

amount of undiagnosed cases. In this work, we developed a DNA microarray which in one single assay

covers 128 virus species, all those  associated to the gastrointestinal tract of vertebrates. The probe

design was based on Gibbs free energy of the duplex formation between the probe (70mer) and its

target. For each virus species, we selected a minimum set of six probes recognizing specifically the

target  and  covering  all  complete  sequences  available  at  the  time  of  design.  The  microarray  was

validated with 10 different reference virus species and six more from clinical samples. To determine the

detection limit, the platform was tested with different quantities of three viruses of different genome

types. The microarray is capable of detecting as few as 10e3 viral particles independently of genome

type. Additionally a group of 76 clinical samples from children suffering of gastroenteritis was tested

and the results were verified by diagnostic RT-PCR. Single virus infections were detected consistently

for  several  viruses  by  the  two  methods  used  showing  high  microarray  specificity  and  sensitivity.

Nevertheless, coinfections not always showed a good correlation. This discrepancies were addressed by

RT-qPCR where it was observed that in most cases the virus detected by microarray contained more

genetic  material.  The  microarray  platform developed  can  be  upgraded  and  applied  to  samples  of

different animal species to produce information about the variety of circulating viruses that will help to

understand gastrointestinal viral infections.
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Introducción

Generalidades sobre gastroenteritis

Gastroenteritis es la inflamación del tracto gastrointestinal definida por un cuadro clínico de diarrea y

vómito que además puede ser acompañado de otros síntomas como dolor abdominal, contracciones

abdominales, náusea, fiebre y presencia de sangre y/o mucosidad en las heces. 

Se estima que a nivel mundial ocurren aproximadamente 1,400 millones de episodios diarreicos y 2.2

millones de muertes anuales a causa de enfermedades diarreicas [1]. La población más afectada son los

niños menores de 5 años con aproximadamente 1.8 millones de muertes (17% del total), principalmente

en regiones de países en vías de desarrollo como África y el sureste de Asia como resultado de la falta

de  sanidad  e  higiene  [1]. Aunque  las  tasas  de  mortalidad  por  diarrea  son  bajas  en  los  países

desarrollados,  los  índices  de  morbilidad  son  altos,  siendo  el  principal  problema  el  impacto

socioeconómico  que  genera  el  combatir  este  padecimiento,  no  sólo  en  el  dinero  invertido  en  el

tratamiento, sino en las personas que pierden días laborales por la enfermedad o por cuidar al enfermo

[2], se estima que a nivel mundial la cantidad total de años de vida potencialmente perdidos (DALY)

por enfermedades diarreicas es de 438 000 en países con alto ingreso per-capita y de 59 207 000 en

países con bajo ingreso per-capita [3]. 

En México se presentan aproximadamente 5.5 millones de casos anuales de enfermedades diarreicas

agudas (EDA) notificadas al sistema de salud. En conformidad con las estadísticas de otros países, el

grupo mas afectado son los niños menores de 5 años donde la diarrea representa la segunda causa de

enfermedad,  generando  el  20% de  las  consultas  en  servicios  de  salud  y  el  10% de  los  ingresos

hospitalarios pediátricos [4]. 

Además del humano, la mayoría de los vertebrados pueden padecer EDAs, tanto animales de interés

comercial  o  doméstico,  como  especies  silvestres.  Dentro  del  primer  grupo  se  pueden  mencionar:

bovinos, ovinos, equinos y aves de corral  [4–8]. Entre las mascotas afectadas encontramos perros y

gatos como las más frecuentes, además de otras pequeñas especies de mamíferos y reptiles  [9]. En

fauna silvestre se han detectado infecciones en ciervos,  jabalíes, lobos, zorros, mapaches, monos e

inclusive animales marinos como ballenas y lobos marinos  [10–14]. Por una parte las EDAs pueden

causar grandes pérdidas económicas para los productores, teniendo como consecuencia a su vez el
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desabastecimiento  de  producto  a  la  población,  por  otra  parte,  la  fauna  silvestre  además  de  sufrir

disminuciones en su población, puede funcionar como reservorio de ciertos patógenos [15].

Patógenos asociados a gastroenteritis

La naturaleza de los patógenos asociados a gastroenteritis es amplia e incluye parásitos, bacterias y

virus. En el grupo de parásitos encontramos protozoarios como Entamoeba histolytica, Giardia lamblia

y  Cryptosporidium  parvum,  nemátodos  como  Ascaris  lumbricoides,  Strongyloides  stercoralis,

Trichuris  trichuria,  Ancylostoma  duodenale,  céstodos  como  Taenia  solium y  Taenia  saginata,

trematodos como  Schistosoma sp. entre otros. Las bacterias comúnmente asociadas con EDAs son:

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) y enterohemorrágica (EHEC),  Shigella sp.,  Salmonella sp.,

Campylobacter sp.,  Yersinia sp.,  Bacillus  cereus,  Staphylococcus  aureus,  Clostridium  perfringens,

Vibrio  sp.,  Aeromonas mesófilas,  Plesiomonas shigelloides,  Clostridium difficile. Entre los virus más

importantes se encuentran:  Rotavirus A (RV-A), Calicivirus (CV), Adenovirus entéricos y Astrovirus

para humanos; y Rotavirus, Coronavirus, Circovirus y Pestivirus en animales.

Detección de patógenos en casos de gastroenteritis

Ante tal variedad de patógenos y la similitud en sintomatología que producen, la identificación del

agente involucrado en una infección puede ser complicada ya que para cada tipo de patógeno se han

desarrollado  pruebas  específicas.  Los  métodos  de  diagnóstico  clásicos  para  bacterias  incluyen

coprocultivo con medios selectivos. Estas pruebas generalmente se complementan con alguna prueba

bioquímica y/o aglutinación con antisueros, también se puede utilizar la detección de enterotoxinas. La

detección de parásitos se realiza mediante la identificación microscópica de protozoos, proglótides,

larvas  o  huevos,  algunas  veces  acompañado  de  tinciones.  Para  diagnosticar  infecciones  víricas  se

emplea la detección de antígenos mediante enzimoinmunoanálisis (EIA), inmunocromatografías (ICG)

o aglutinación de  partículas  de látex,  también  se puede realizar  el  aislamiento  e  identificación  de

viriones mediante microscopia electrónica, aunque su uso probablemente se restringe a la investigación

o los laboratorios de referencia, debido a la disponibilidad de técnicas más sencillas. Dado el tamaño de

los  agentes  virales,  estas  técnicas  pueden  aplicarse  a  la  muestra  de  heces  o  puede  realizarse  un
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enriquecimiento mediante su propagación en cultivo celular aunque una gran cantidad de virus no han

sido adaptados a cultivo o son fastidiosos. 

Las técnicas clásicas de detección mencionadas además de requerir generalmente la realización de una

prueba por cada patógeno probado, sólo logran identificar un agente etiológico en aproximadamente el

30-50%  de  los  casos,  dejando  una  importante  cantidad  de  casos  sin  agente  causal  [17].  Con  el

surgimiento de la biología molecular la amplificación del material genético del patógeno mediante la

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  (PCR),  ha  permitido  mejorar  tanto  la  sensibilidad  como  la

especificidad de las pruebas, principalmente en el grupo de agentes virales.

Pruebas de detección simultánea

La lista de virus conocidos que pueden infectar al humano ha aumentado considerablemente en años

recientes. Sin embargo, las técnicas de detección clásica fueron desarrolladas en su mayoría para la

evaluación individual de patógenos. Evaluar dos o más agentes en una muestra con estas herramientas

aumenta los costos, el  tiempo y el  uso de recursos materiales y humanos.  Por lo tanto,  las nuevas

estrategias de diagnóstico buscan tener la capacidad de evaluar simultáneamente varios patógenos. 

La PCR multiplex, es una modificación de la PCR en la que se combinan pares de cebadores diseñados

para  amplificar  las  secuencias  de  varios  patógenos  en  una  reacción  obteniendo  amplicones  de

diferentes  tamaños  [18].  La  limitante  de  ésta  técnica  es  la  cantidad  de  cebadores  que  pueden ser

mezclados sin perder o alterar la especificidad de la reacción. Para solucionar esto, se pueden repartir

tres o cuatro pares de cebadores en dos o más reacciones.  

Actualmente existen en el mercado algunos kits que pueden detectar varios virus por PCR multiplex.

Por ejemplo, RespiFinder (PathoFinder, Maastritch, Holanda) permite la detección de hasta 18 virus

respiratorios.  Sin  embargo,  los  kits  comerciales  disponibles  para  detectar  virus  asociados  a

gastroenteritis (GastroFinder [PathoFinder], Seeplex Diarrhea ACE [Seegene], xTAG Gastrointestinal

Pathogen Panel [Luminex], FTD Viral gastroenteritis [Fast-Track]) se limitan a los principales virus

humanos (Rotavirus, Calicivirus, Astrovirus, Adenovirus), y algunos complementan la detección con

otros agentes como algunas bacterias y parásitos mencionados anteriormente. 
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En los  laboratorios  de  investigación  también  se  han  desarrollado  ensayos  de  PCR multiplex  para

detección de virus entéricos. Al igual que los kits comerciales, estos ensayos se enfocan generalmente

en  los  principales  virus  humanos  mencionados  [19–23].  El  ensayo  desarrollado  por  Kharmin  y

colaboradores incluye además algunos virus secundarios (Rotavirus B y C, Enterovirus, Parechovirus y

Virus Aichi) para un panel total de 10 virus en 3 sets de reacciones [24].

Microarreglos

Los  microarreglos  son otra  herramienta  que  puede realizar  detección  simultánea.  Un microarreglo

consiste  de  una  matriz  de  oligonucleótidos  (generalmente  DNA)  fijos  en  una  superficie.  Los

oligonucleótidos  son  llamados  'sondas'  y  sirven  para  identificar  una  secuencia  blanco  por

complementariedad. Se pueden utilizar sondas de diferentes tamaños, desde 20 bases hasta amplicones

de  PCR.  La hibridación de  la  sonda con la  secuencia  blanco se identifica  generalmente  mediante

fluorescencia. 

Los microarreglos se utilizaron inicialmente para comparar la expresión de genes entre dos condiciones

[25]. Posteriormente se adecuaron para otros tipos de análisis como detección de polimorfismos [26],

inmunoprecipitación de cromatina [27], o detección de splicing alternativo [28]. Para algunas de estas

aplicaciones  se  pueden  adquirir  plataformas  comerciales  desarrolladas  por  compañías  como

Affymetrix, Agilent o NimbleGen. También pueden producirse microarreglos personalizados. 

Un ensayo de microarreglo se realiza en varias etapas. Aunque dependiendo del objetivo se pueden

hacer variaciones para cada etapa, un experimento general se realiza de la siguiente forma: Primero se

amplifica el material genético, durante la amplificación se pueden incluir nucleótidos modificados que

permiten acoplar un fluoróforo. La muestra amplificada se purifica y se “marca” con fluoróforo. La

muestra se carga en el microarreglo y se incuba en una cámara húmeda en baño caliente. Al finalizar el

tiempo de hibridación el microarreglo se lava para eliminar los residuos de muestra que no hibridaron

con las sondas. Finalmente se utiliza un escáner para producir y medir la señal fluorescente. Los datos

se almacenan en hojas de cálculo y se analizan para determinar cuáles sondas son positivas y que

agente representan. 

A continuación se describen algunos de los componentes que deben tomarse en cuenta al desarrollar un

microarreglo de detección, con el fin de ajustar sus características al objetivo deseado.
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Componentes físicos del microarreglo: las sondas y el soporte

Como se  mencionó  previamente,  las  sondas  son  oligonucleótidos  usados  para  la  detección  de  la

secuencia  blanco.  La  longitud  de  oligonucleótido  utilizada  depende  del  grado  de  discriminación

requerido  entre  secuencias.  Así,  cuando  se  requiere  distinguir  dos  secuencias  muy  similares,  es

recomendable utilizar sondas cortas (~20 nt). Por otra parte, la sensibilidad de la sonda aumenta con la

longitud, se ha reportado que sondas de 60 nucleótidos son hasta 4 veces más sensibles que sondas de

25 nucleótidos [29]. Al usar sondas muy largas (como los amplicones) se debe tener precaución de que

no incluyan estructuras secundarias que puedan obstaculizar o impedir el acceso de la sonda con la

secuencia blanco.

La cantidad de sondas por secuencia blanco también es importante. El microarreglo tiene la ventaja de

evaluar varios blancos a la vez, esta característica se puede usar para interrogar diferentes regiones de

una misma secuencia blanco. Esta “redundancia” hace a la prueba más confiable y menos vulnerable a

mutaciones espontáneas que pudieran afectar el desempeño de una sonda.

Los oligonucleótidos pueden ser sintetizados directamente en el soporte o se pueden “imprimir”. Cada

punto en la matriz se denomina 'spot' y contiene un conjunto de sondas de secuencia única. La principal

diferencia entre la síntesis directa y la “impresión” es la cantidad de spots que se pueden generar. La

síntesis in-situ permite obtener una mayor densidad de spots (hasta ~6.5 millones) [30] y es usada por

plataformas con alta densidad como los microarreglos producidos por Affymetrix, y usan generalmente

sondas cortas. La “impresión” de sondas produce microarreglos con menor densidad, hasta ~40,000

spots  con  una  maquina  “casera”  [31] o  250,000  spots  en  compañías  comerciales  (Agilent)  y

generalmente se usa para oligonucleótidos más largos, esta tecnología también se caracteriza por un

menor costo de producción. Las dos técnicas de producción de microarreglos han sido estandarizadas

para obtener microarreglos con spots de alta calidad.

El soporte donde se fijan las sondas debe tener características especiales. Debe tener una superficie

uniforme  donde  se  puedan  producir  los  spots  con  forma  y  tamaño  adecuados,  debe  tener  baja

autofluorescencia y debe tener alta capacidad para retener los spots  [32]. El material más usado que

reúne las  primeras  dos  características  son las  laminillas  de vidrio,  para el  tercer  requerimiento las

laminillas son tratadas químicamente para mejorar la retención. 
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Procesamiento de la muestra

La extracción del material genético de la muestra se puede hacer con varios métodos. Es importante

que el método seleccionado sea eficiente en la liberación de los ácidos nucléicos y que los proteja de la

degradación  [33]. Cuando la muestra proviene de un virus cultivado el protocolo de extracción por

Trizol  puede  ser  suficiente.  Sin  embargo,  cuando  los  virus  provienen  de  muestras  de  heces,  es

importante considerar la eliminación de inhibidores de la PCR como grasas, celulosa, glicógenos y

compuestos fenólicos, que pueden provenir de la dieta del individuo  [34]. También es recomendable

utilizar un paso de enriquecimiento o concentración. 

En los estudios que utilizan RNA como material genético de inicio generalmente sintetizan primero la

cadena complementaria de DNA (cDNA) ya que es más estable (menos propensa a la degradación)

[35]. La amplificación del material genético dependerá principalmente de las secuencias de interés y de

la sondas utilizadas para su identificación. Si las secuencias de interés son muy específicas o comparten

una secuencia en común, puede realizarse amplificación dirigida. Esto consiste en realizar la PCR con

cebadores específicos, degenerados o PCR multiplex. Cuando el material genético es muy diverso en

secuencia, puede utilizarse amplificación independiente de secuencia. Los cebadores utilizados son de

secuencia al azar y varían entre 6-20 nucleótidos [31]. 

La tercera consideración para amplificar el material es la compatibilidad con el método de marcaje.

Para incorporar fluoróforo en la muestra hay dos opciones principales. El marcaje directo que consiste

en la incorporación de nucleótidos marcados durante la amplificación  [36][36], mientras el marcaje

indirecto es el acoplamiento de fluoróforo en nucleótidos modificados mediante una reacción química

posterior a la amplificación [37]. Las polimerasas usadas en las reacciones de amplificación presentan

diferentes afinidades y eficiencias en la incorporación tanto de nucleótidos marcados como nucleótidos

modificados  [36–38]. Una variación del marcaje indirecto es el uso e incorporación de nucleótidos

acoplados a biotina, para posteriormente detectar la biotina con estreptavidina acoplada a fluoróforo,

esta estrategia es usada en los microarreglos de Affymetrix [30]. 
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Hibridación y obtención de imágenes

Una vez marcada, la muestra se carga en el microarreglo y éste se coloca en una cámara de hibridación.

Para promover la interacción uniforme y adecuada entre sondas y secuencias blanco la hibridación se

lleva a cabo a temperatura constante, entre 40-65°C, dependiendo de la plataforma. La temperatura es

un factor muy importante en la hibridación ya que es uno de los factores que determinan la formación

del duplex de DNA [39,40]. Para mantener la temperatura homogénea, la cámara de hibridación se

puede sumergir en agua o se puede utilizar un horno con o sin rotación. Por lo tanto, la cámara de

hibridación  debe  sellar  herméticamente  para  evitar  la  inundación,  la  evaporación  o  la  fuga  de  la

muestra.  Otros  factores  que  modifican  la  astringencia  es  la  concentración  de  sales  y  el  uso  de

desnaturalizantes como la formamida, ambos como parte del buffer de hibridación [41,42].  

Al microarreglo donde se hibridan dos muestras, cada una con fluoróforo diferente, sobre un mismo

arreglo se denomina microarreglo de dos canales  porque se requiere de dos  láseres para “leer” el

microarreglo. Cuando el ensayo sólo contiene un fluoróforo, se denomina microarreglo de un canal,

esta modalidad es usada por los microarreglos de Affymetrix [30].

La lectura de los microarreglos se realiza con un escáner especializado. El escáner se sincroniza con un

programa que permite ajustar los parámetros de la lectura como el área para escanear o la intensidad de

los láseres. Primero se hace una lectura de exploración para ubicar visualmente la gradilla de spots y

evaluar la calidad de la hibridación. En este paso se pueden identificar problemas como evaporación de

la muestra, precipitación de fluoróforo o presencia de ruido, entre otros [43]. En la siguiente lectura se

hace la adquisición de la imagen final. Por último se identifica la ubicación exacta de los spots y se

determina la intensidad de señal que representa cada uno. 

Temperatura de desnaturalización y energía libre de Gibbs

La temperatura de desnaturalización (Tm) es la temperatura a la cual la mitad de los duplex de DNA

contenidos en una muestra se encuentran en estado de hélice y la otra mitad en estado de plegamiento

al azar. Para realizar la predicción o cálculo de la Tm de los oligonucleótidos se puede escoger entre

varias fórmulas, la más sencilla es la de Wallace [44] donde básicamente cada nucleótido A y T aporta

2°C y cada nucleótido G y C aporta 4°C.
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Tm=2°C∗(A+T )+4 °C∗(C+G) (1)

Este método por su sencillez es aplicable sólo a oligonucleótidos pequeños y cuando no se requiere de

un valor estricto y/o preciso. Un segundo método muy usado, es el basado en contenido de GC [44].

Tm=81.5+0.41(%GC)+16.6∗log [M ]−500 /L (2)

Donde M es la concentración de sales y L es la longitud del oligonucleótido. Sin embargo esta ecuación

no toma en cuenta la cadena complementaria y por lo tanto, tampoco la presencia de apareamientos

erróneos.

El tercer método es denominado el método de Nearest-Neighbor (vecino más cercano), el cual está

basado en la evaluación de los valores termodinámicos de los nucleótidos contiguos (vecinos) durante

la  formación  del  duplex.  Por  lo  tanto  se  requiere  de  los  valores  de  ΔH y  ΔS,  dichos  valores  se

encuentran disponibles para los 10 posibles apareamientos Watson-Crick de 'vecinos más cercanos'

(AA/TT,  AT/TA,  TA/AT, CA/GT, GT/CA,  CT/GA,  GA/CT, CG/GC,  GC/CG,  GG/CC)  [46,47],  e

inclusive para todas las combinaciones de posibles apareamientos erróneos [48–52].  La fórmula para

calcular la Tm por vecino más cercano es:

Tm=
ΣΔH

ΣΔ S∗ln([oligo] /F)
+f∗[Na+2

]−273.15 (3)

donde  ΣΔH  y  ΣΔS  corresponden  a  la  sumatoria  de  los  valores  termodinámicos  de  cada  par  de

hibridaciones Watson-Crick a lo largo de toda la cadena más los valores termodinámicos de inicio; R es

la constante de los gases (R=1.987 cal/mol K); [oligo] es la concentración molar de oligonucleótido

utilizada; F es el factor de corrección de la concentración de los oligonucleótidos, usado cuando las

cadenas a hibridar no son autocomplementarias; [Na++] es la concentración molar de sales; f es el factor

de corrección para la concetración de sales, determinado hasta el momento únicamente para sodio; y

273.15 es  el  factor  de conversión  a  grados Celsius.  Si  en  esta  ecuación suponemos F=1 (cadenas

autocomplementarias), f=1 (sin corrección de sales)  y [Na++] = 0 obtenemos la representación más

sencilla, al eliminar el efecto que pudieran tener las sales sobre la hibridación entre las cadenas del

duplex. Si suponemos que los dos oligonucleótidos a hibridar se encuentran en la misma concentración,

F=1 se utiliza para indicar que el duplex es de naturaleza autocomplementaria, como los palíndromos o
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polímeros. A su vez, cuando se tienen cadenas que no son auto-complementarias (que es el escenario

esperado en este trabajo) a F le corresponde un valor de 4 [47]. 

Con los valores de la entalpía y entropía se puede obtener la energía libre de Gibbs del oligonucleótido

con la fórmula (4) y añadiendo un factor de corrección de sales de sodio [47] se obtiene la fórmula (5).

Donde  N  corresponde  a  la  cantidad  de  grupos  fosfato  (que  generalmente  es  la  longitud  del

oligonucleótido - 1).

ΔGoligo=ΣΔH−T∗ΣΔ S (4)

ΔGcorr=ΔGoligo−(0.114∗(N−1)∗ln [Na+2
]) (5)

Descripción de los principales virus gastrointestinales humanos

Rotavirus

El género Rotavirus, perteneciente a la familia Reoviridae, son virus no envueltos, de aproximadamente

100 nm de diámetro, formados de 3 capas concéntricas de proteína y con un genoma compuesto de 11

segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA). Los rotavirus se dividen en siete grupos (A-G), los

grupos A, B y C se han encontrado tanto en humanos como en animales, mientras que los grupos D-G

solo se han encontrado en aves. Los Rotavirus del grupo A (el grupo más importante en salud humana),

se clasifican en serotipos y genotipos basados en la reactividad del virus a anticuerpos neutralizantes y

mediante la similitud de los genes de las proteínas de la capa externa VP4 y VP7 [53,54]. Debido a la

naturaleza segmentada del genoma de rotavirus, se ha propuesto la clasificación de cada segmento de

forma que la nomenclatura del virus estaría compuesta por la combinación de 11 genotipos. Aunque

puede parece complejo establecer nombres de 11 códigos por la cantidad de combinaciones posibles, se

ha observado que en realidad son relativamente pocas las combinaciones (de 11 genotipos) que se

pueden encontrar en humanos, a lo que se ha denominado constelaciones  [55]. Las tres principales

constelaciones  encontradas  en  humanos  son:  Wa-like,  DS-1-like,  AU-1-like;  otras  constelaciones

menos  frecuentes  son  originadas  mediante  rearreglos  como  Wa-DS-like,  human-bovine-like,  y

artiodactyl bovine-like [55].
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La identificación de rotavirus en los cuatro primeros días de la presencia de síntomas, se puede realizar

con relativa facilidad mediante ELISA debido a la gran cantidad de virus presente en las heces, además

existe una gran cantidad de técnicas utilizadas en laboratorios de diagnóstico como electroforesis del

RNA  viral,  ensayo  de  hemaglutación  reversa  pasiva  (RHPA),  aglutinación  en  látex,   ensayos

inmunoenzimáticos (EIA) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR) entre otros  [56]. Si se desea

determinar  el  serotipo,  las  técnicas  más  usadas  son  ELISA  y  RT-PCR,  usando  anticuerpos

monoclonales o cebadores específicos respectivamente. Por otra parte se ha implementado la detección

y tipificación de rotavirus mediante microarreglos de DNA. En un primer reporte, se logró el diseño de

un microarreglo con oligonucleótidos de ~20-30 bases capaz de identificar los cinco genotipos G de

mayor  relevancia  clínica  (G1-G4  y  G9)  [57].  En  la  secuela  de  ese  trabajo,  el  microarreglo  fue

expandido con la adición de oligonucleótidos para subtipificación de cinco genotipos P (P[4], P[6],

P[8], P[9], P[14]) y cinco genotipos G adicionales (G5, G6, G8, G10 y G12) [58].

Existen  dos  vacunas  contra  rotavirus  aprobadas  por  la  FDA  (Administración  de  alimentos  y

medicamentos por sus siglas en inglés), Rotateq (Merck Research) y Rotarix (GlaxoSmithKline). Estas

vacunas ofrecen según sus fabricantes, protección de más del 85% contra diarrea severa causada por

rotavirus y entre 74-79% contra cualquier grado de diarrea en la primer temporada post-vacunación

[59]. En México se introdujeron y se han aplicado ambas vacunas de forma masiva desde 2007 [60].  

Astrovirus

Los astrovirus, miembros de la familia Astroviridae, son virus no envueltos, de 28-35 nm de diámetro,

su superficie tiene apariencia de estrella de seis picos y su genoma esta compuesto de RNA de cadena

sencilla (ssRNA) de polaridad positiva. Los astrovirus infectan tanto humanos como otros animales; en

humanos se ha establecido como una de las causas comúnes de diarrea viral en niños [61]. La mayoría

de las infecciones en especies de mamíferos están asociadas a gastroenteritis, mientras las infecciones

en especies aviares han sido relacionadas con patologías intestinales y extraintestinales como nefritis y

hepatitis.  En años recientes  usando secuenciación masiva se han encontrado una gran variedad de

astrovirus en diferentes huéspedes [11,62–65]. Basados en el origen del virus y su estructura genómica,

la familia  Astroviridae se divide en dos géneros:  Mamastrovirus que infecta mamíferos, incluyendo

humanos y Avastrovirus que comprende virus aislados de aves. No se ha observado relación serológica

entre astrovirus de diferentes especies, por lo que los serotipos son asignados por especie de origen. De
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esta forma, los astrovirus humanos (HAstV) son divididos en ocho serotipos (HAstV-1 a HAstV-8). Los

astrovirus son identificados tradicionalmente por microscopia electrónica aunque se requiere de un

microscopista con experiencia ya que solo cerca del 10% de las partículas tendrá la característica forma

de estrella  [61].  Para realizar tipificación se han desarrollado ensayos inmuno-enzimáticos (EIA) y

técnicas moleculares (RT-PCR), siendo esta última la más utilizada y desarrollada en los últimos años

para tipificación de astrovirus humanos [66]. Por otro lado, se tiene el reporte de la generación de dos

microarreglos para la detección de astrovirus. Jaaskelainen y colaboradores (2006) [67] desarrollan un

microarreglo para la detección de norovirus y astrovirus en un solo ensayo, el set de oligonucleótidos

para  astrovirus  incluye  tres  sondas  para  detección  universal  de  astrovirus  y  cinco  sondas  para

subtipificación de los serotipos 1-5. Es importante mencionar que los oligonucleótidos diseñados tienen

longitudes  de 15-19 nucleótidos.  El  segundo reporte  es  el  desarrollo  de un microarreglo  capaz  de

detectar  los  ocho  serotipos  de  HAstV reportados  hasta  el  momento.  En este  caso  el  microarreglo

contiene oligonucleótidos de 17-18 nucleótidos obtenidos del análisis de las secuencias genómicas del

ORF1b de astrovirus, donde se codifica la polimerasa viral [68].

Calicivirus

Los calicivirus son virus no envueltos de aproximadamente 27-40 nm, su genoma está compuesto de

ssRNA de polaridad positiva.  De los seis géneros que componen la familia  Caliciviridae,  sólo dos

géneros contienen a los principales virus gastrointestinales humanos: Norovirus y Sapovirus. A su vez,

cada género contiene sólo 1 especie: virus Norwalk (NV) y virus Sapporo (SV) respectivamente [69].

Los calicivirus infectan individuos de todos los grupos de edad pero son frecuentemente encontrados en

epidemias  ocasionadas  por  consumo de  comida  contaminada,  en  comunidades  semicerradas  como

guarderías, asilos o cruceros [70]. Los norovirus se clasifican con base en la secuencia de la proteína

VP1 en 6 genogrupos que a su vez contienen más de 40 genotipos.  El  genogrupo GII es el  más

prevalente, seguido del genogrupo I  [71]. Los sapovirus se clasifican en 5 genogrupos y a su vez se

subdividen en genotipos pero no existe un consenso sobre esta subdivisión, aunque recientemente se ha

propuesto  [72]. Los genogrupos GI, GII, GIV y GV de sapovirus infectan humanos mientras que el

genogrupo GIII infecta cerdos [73]. Hasta el momento no existe una vacuna contra ningún calicivirus,

aunque  se  están  realizando  pruebas  para  desarrollar  una  vacuna  contra  norovirus  usando  VLPs

(partículas  parecidas  al  virus)  [74].  Actualmente  la  técnica  más  usada  para  la  detección  de  los

calicivirus es RT-PCR, combinada con secuenciación [70]. También se cuenta con kits comerciales de
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ELISA  para  detectar  antígeno  viral  en  especímenes  clínicos.  La  detección  de  norovirus  por

microarreglo  se ha  reportado en varios  trabajos  [67,75–77].  Las  4 plataformas  desarrolladas  están

enfocadas a identificar únicamente los genogrupos GI y GII usando sondas cortas (~20 nt). El diseño

del  microarreglo  es  diferente  en  cada  caso,  por  ejemplo  el  trabajo  de  Vinje  (2000)  [75] utiliza

membrana de nitrocelulosa como soporte (estrictamente no considerado microarreglo); en el trabajo de

Jaaskelainen (2006)  las sondas contienen un espaciador de 9 nucleótidos para separarlas del soporte al

que  están  fijadas  [67];  las  sondas  usadas  por  Brinkman (2009)  son de  48 nt  pero  consisten  de 2

secciones, 24 nucleótidos aparean con un oligonucleótido fijado al soporte (oligo de captura) y 24 nt

son para el reconocimiento del virus [76]; finalmente para asegurar la especificidad de la detección, las

sondas utilizadas por Mattison están dirigidas a 3 regiones diferentes de un mismo amplicon [77].

Adenovirus

Los virus de la familia  Adenoviridae infectan una gran cantidad de especies de vertebrados, desde

peces  hasta  humanos.  Los  adenovirus  humanos  (HAdV)  se  encuentran  agrupados  en  el  género

Mastadenovirus, y son caracterizados por ser virus no envueltos con genoma de DNA de doble cadena

de  aproximadamente  70  nm  de  diámetro  [78].  En  base  a  su  resistencia  a  la  neutralización  por

antisueros, los 69 serotipos de adenovirus humanos se agrupan en siete subgrupos (A-G), los cuáles

corresponden a las seis especies de adenovirus humanos. La infección con adenovirus tiene un gran

espectro de patologías que afectan los sistemas gastrointestinal, ocular y respiratorio, de modo que los

serotipos asociados a gastroenteritis con mayor frecuencia son el 40 y 41, pertenecientes a la especie

“adenovirus humano F”, por lo que se denominan adenovirus entéricos [78,79]. Con gastroenteritis se

han asociado también,  aunque de  forma menos frecuente,  las  especies  A,  C y  G  [79,80].  Para  la

identificación de adenovirus entéricos existen diversas técnicas, desde el cultivo celular, en  células

Graham 293 (específicas  para  los  serotipos  HAdV40 y HAdV41),  detección mediante  anticuerpos

monoclonales en ensayos de inmunofluorescencia (IF) o ELISA, aglutinación en látex, y PCR entre

otros. La prueba comercial aprobada por la FDA, Adenoclone (Meridian Biosciences, Inc) es una de las

más usadas para detección directa en heces y especímenes oculares o respiratorios, aunque es menos

sensible que la inmunofluorescencia o el crecimiento en cultivos celulares. Hasta la fecha, los trabajos

que  reportan  la  detección  de  adenovirus  por  microarreglo  se  enfocan  únicamente  en  las  especies

definidas como respiratorias, pertenecientes a las especies B, C y E [81,82]. A pesar de esto, uno de los
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microarreglos  inicialmente  diseñado  para  patógenos  respiratorios  también  fue  capaz  de  identificar

adenovirus en muestras de heces [83].

Virus secundarios y virus nuevos

Los  virus  que  se  pueden encontrar  en  tracto  gastrointestinal  pero  que  no  forman parte  del  grupo

principal de virus patogénicos pueden ser llamados virus secundarios. Estos virus tienen en común una

baja prevalencia por lo que generalmente no son incluidos en el diagnóstico rutinario y rara vez son

incluidos en los estudios epidemiológicos. Esta situación promueve que la información sobre estos

virus y el conocimiento sobre su papel en las infecciones intestinales sean escasos.

En este grupo están algunos virus reconocidos como patogénicos en humanos pero que son estudiados

en pocas ocasiones,  por ejemplo Aichi virus y parechovirus humano (HPeV), ambos de la  familia

Picornaviridae, que han sido asociados con gastroenteritis en niños, pero su papel en la infección ha

sido cuestionado por la alta presencia de los virus en coinfecciones y en individuos sanos así como la

alta seroprevalencia en adultos  [84–87].

En  individuos  inmunodeprimidos  como  aquellos  con  síndrome  de  inmmunodeficiencia  adquirida

(SIDA) la diarrea es una importante manifestación clínica [88]. Los virus comúnmente encontrados en

muestras de individuos inmunodeprimidos pertenecen a la familia  Herpesviridae  (Citomegalovirus,

Virus Herpes simplex) [89]. Además se han encontrado diversos virus como picobirnavirus humanos,

bocavirus humano (HBoV), parechovirus humano, virus Aichi, polyomavirus JC, virus de Hepatitis B,

enterovirus, cosavirus [88–90]. 

Con el desarrollo y uso de las herramientas moleculares de detección se han encontrado nuevos virus

pertenecientes  a  las  familias  de  los  principales  virus  patogénicos  en  humanos,  como  las  familias

Adenoviridae  [80] y  Astroviridae  [64].  También  se  identificaron  nuevas  especies  e  inclusive  se

definieron nuevos géneros en la familia Picornaviridae como el virus Saffold [91], Cosavirus humano

[92],  Parechovirus humano 8  [93] y Salivirus  [94].  Otros virus identificados en humanos destacan

porque  pertenecen  a  familias  de  virus  que  típicamente  producen  diarrea  en  animales  como

Coronaviridae (torovirus  humano,  coronavirus  humano  NL63  y  HKU1)  [95,96],  Picobirnaviridae

(picobirnavirus humano) [97], Parvovirinae (bocavirus humano) [98]. En animales se han identificado
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virus circulando en especies diferentes a las ya conocidas, como astrovirus porcino [65] y astrovirus de

murciélago [62], kobuvirus bovino [99] y anellovirus porcino [100]. 

En años recientes con el uso de tecnologías de secuenciación de última generación se han descubierto

nuevos  virus  en  muestras  de  todo  tipo  de  animales  vertebrados  como  virus  Aichi  canino  [101],

adenovirus en primates [102], astrovirus en ciervos [11], norovirus en caninos [103] y en bovinos [104]

o sapovirus en murciélagos [105]. Estos nuevos virus  han ampliado nuestro conocimiento sobre la gran

diversidad de virus existentes y circulantes. Es importante caracterizar la relevancia de estos virus en la

patogénesis  de  las  enfermedades  diarreicas,  así  como determinar  su  prevalencia  epidemiológica  y

caracterizar sus cualidades biológicas.
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Hipótesis

El desarrollo de un microarreglo para la detección de patógenos virales servirá para detectar de forma 

específica los virus presentes en el tracto gastrointestinal de vertebrados.

Objetivo general

Diseñar y validar un microarreglo de DNA para detección de múltiples agentes virales asociados al 

tracto gastrointestinal de vertebrados. 

Objetivos particulares

 Identificar los virus conocidos que se asocian al tracto gastrointestinal de vertebrados. 

 Crear bases de datos con las secuencias de los agentes virales identificados anteriormente.

 Diseñar sondas que puedan ser utilizadas para la identificación de los agentes virales.

 Producir microarreglos para la detección de los agentes virales seleccionados.

 Validar el microarreglo con cepas de referencia.

 Probar el microarreglo con muestras clínicas de pacientes que presentan gastroenteritis
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Materiales y Métodos

Virus, células y muestras clínicas

Se obtuvieron 14 lisados virales de 10 especies de virus diferentes (Tabla 1) que fueron generosamente

donados por diferentes laboratorios. Los lisados virales corresponden a cepas de virus cultivados, con

excepción de las muestras de virus Norwalk y virus Sapporo que son muestras clínicas previamente

caracterizadas. La cepa de rotavirus de simio RRV se propagó en monocapas de células MA104 y el

virus se purificó mediante gradientes de Cesio como se ha descrito en trabajos previos [106].  Un grupo

de 76 muestras clínicas de niños menores de 5 años que presentaron cuadros clínicos de diarrea se

obtuvieron  a  través  del  Dr.  Juan  Francisco  Contreras  (Universidad  Autónoma  de  Nuevo  León,

Monterrey, México) en la temporada invernal de Octubre 2004 a Marzo 2005, previa autorización de

los padres o tutor(es). Las muestras se analizaron para rotavirus mediante la prueba de 'rotaforesis', la

cual consiste en identificar la presencia de los segmentos de dsRNA que conforman el genoma del virus

mediante su separación por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). En estas muestras no se

realizó búsqueda de algún otro agente infeccioso. Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su

posterior uso.
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Tabla 1. Lisados virales

Familia Género Especie Cepa Sondas (positivas/total)

Astroviridae Mammastrovirus Astrovirus humano Yuc8 4/4

Adenoviridae Mastadenovirus Adenovirus humano Ca Adv5 10/13

Caliciviridae Vesivirus Calicivirus felinob F9 14/22

Norovirus Virus Norwalkb * 8/12

Sapovirus Virus Sapporob * 5/14

Flaviviridae Pestivirus Virus de diarrea viral bovina 1d NADL 6/6

Flavivirus Virus Dengue 4c - 9/9

Paramyxoviridae Respirovirus Virus parainfluenza bovina 3d SF-4 9/9

Reoviridae Rotavirus Rotavirus A RRV 22/42

TFR-41 14/42

UK 19/42

Wa 21/42

Orthoreovirus Ortoreovirus mamíferoe T1L 11/25

T3D 19/25
a Dr. Ramón Gonzalez, FC-UAEM
b Dra. Lorena Gutiérrez, CINVESTAV-IPN. 
c Dra. Rosa Ma. Del Angel, CINVESTAV-IPN.
d Dra. Rosa E. Sarmiento, FMVZ-UNAM
e M.D. Terrence S. Dermody, Vanderbilt University School of Medicine

* muestras clínicas de referencia

Virus de interés

Para  obtener  una  lista  de  los  virus  conocidos  que  se  han  asociado  al  tracto  gastrointestinal  en

vertebrados, se realizó una búsqueda exhaustiva en la base de datos de literatura científica  PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) del NCBI (Centro Nacional de Información Biotecnológica de

EE. UU.). La búsqueda de los reportes que contenían virus asociados al tracto gastrointestinal se realizó

con  base  en  diferentes  términos  relacionados  con  gastroenteritis.  Se  recuperaron  reportes  que

presentaran además de los términos principales “virus” o “viral”, uno o más términos clave, entre los

que  se  incluyen,  el  nombre  del  padecimiento  (“gastroenteritis”),  los  síntomas  que  se  presentan

(“diarrhea”, “diarrhoea”, “diarrhoeic”, “inflammation”, “vomiting”, “abdominal cramp”, “fever”), las

muestras  o  sitio  anatómico  donde  se  detectó  el  virus  (“stool”,  “feces”,  “fecal”,  “gastroenteric”,
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“gastrointestinal”, “enteric”, “intestine”, “colon”), entre otras palabras clave (“infection”, “infectious”,

“diagnosis”, “detection”, “discovery”, “transmission”, “association”).  

Generación y manejo de bases de datos de secuencias de virus

El análisis de secuencias de ácidos nucleicos individuales o en bases completas que a continuación se

describe  así  como la  manipulación  de  ciertos  programas  se  realizó  mediante  “scripts”  escritos  en

lenguaje Perl o R. El conjunto de scripts se encuentra disponible en Dropbox con el siguiente enlace: 

https://www.dropbox.com/sh/tmfjnbretcbqm9z/AABciNS0-Xa1kSYow7wfWicMa?dl=0

 

En primer lugar se obtuvieron todas las secuencias de virus del repositorio del NCBI disponibles hasta

febrero de 2009 (v150.0). Esta base de datos inicial  se depuró filtrando sólo secuencias completas

pertenecientes a los virus de interés. Para cubrir este objetivo se realizó una lista con los diferentes

nombres y abreviaciones con que se identifica a cada virus. De esta forma, se colectaron en archivos las

secuencias de cada especie de virus de interés. Los archivos de cada especie de virus se organizaron

jerárquicamente en carpetas por Familia, Género y Especie siguiendo la clasificación establecida por el

ICTV (Comité internacional para la taxonomía de virus). A partir de estos archivos de secuencias de los

virus de interés se realizó la construcción de una “base de datos de secuencias blanco” y una “base de

datos de secuencias de origen”.

Debido  a  la  importancia  humana  de  algunas  especies  de  virus,  éstas  pueden  encontrarse  sobre-

representadas en las bases de datos. Utilizar secuencias que no aportan variedad biológica a nuestra

base  de  datos,  no  es  útil.  Por  lo  tanto,  se  utilizó  el  programa  CD-HIT  [107] para  eliminar  la

redundancia de secuencias en cada especie de virus de nuestra base de datos. El comando utilizado fue:

$ cd-hit-est -i input_file -o output_file -c 0.99

La eliminación de redundancia se llevó a cabo a diferentes niveles dependiendo de la cantidad de

secuencias disponible. Se utilizaron filtros (opción '-c') de 99% para archivos con 1 a 99 secuencias;

97% para archivos con 100-999 secuencias  y 95% para archivos  con más de 1000 secuencias.  El

conjunto de archivos de secuencias de virus resultado de eliminar redundancia, conforma nuestra “base
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de datos de secuencias blanco”, es decir, son todas las secuencias de cada especie de virus que las

sondas deben reconocer.

De la base de datos de secuencias blanco se seleccionó un genoma completo representativo de cada

especie de virus para conformar la “base de datos de secuencias de origen”, es decir, las secuencias que

se procesarían y analizarían para obtener las sondas. En aquellos virus cuyo genoma completo aún no

estaba reportado, se seleccionaron secuencias de genes completos.

Cálculo de la formación del duplex en la hibridación

Para  evaluar  la  hibridación  de  una  sonda  con  su  secuencia  blanco  se  utilizó  la  temperatura  de

desnaturalización (Tm) y la  energía  libre de  Gibbs (ΔG).  Ambos cálculos  se  hicieron mediante el

método de 'vecino más cercano' descrito anteriormente  [46]. Como se mencionó en introducción, las

fórmulas utilizadas son: 

Tm=
ΣΔH

ΣΔ S∗ln([oligo] /F)
+f∗[Na+2

]−273.15 (3)

ΔGoligo=ΣΔH−T∗ΣΔ S (4)

ΔGcorr=ΔGoligo−(0.114∗(N−1)∗ln [Na+2
]) (5)

Estas fórmulas fueron aplicadas a oligonucleótidos de diferentes tamaños (70, 60 o 50 nt) acoplados a

secuencias  con  apareamiento  perfecto  (0  mismatches)  o  imperfecto  (5,10  o  20  mismatches).  Los

resultados se utilizaron para analizar el comportamiento de la hibridación entre 10,000 oligonucleótidos

de secuencia al azar con diferentes secuencias blanco. De la misma forma se analizaron los resultados

de los alineamientos locales de las sondas con secuencias blanco de virus para determinar los valores

termodinámicos de las posibles hibridaciones.
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Estrategia de selección de sondas

La Figura  1  ejemplifica  el  flujo  de  trabajo  seguido para  seleccionar  las  sondas  de  cada  virus.  El

procedimiento para una secuencia es descrito a continuación, el mismo procedimiento fue aplicado a

cada especie de virus.

Al  inicio  la  secuencia  de  origen  (genoma  completo)  es  fragmentada  consecutivamente  en

oligonucleótidos de 70 bases (setentámero/70mero) con un desfase de 3 nucleótidos entre 70meros.

Cada setentámero se comparó con la base de secuencias de nucleótidos 'nt' del genbank mediante un

alineamiento local (BLAST).

En el resultado del blast se calificó la especificidad y calidad del alineamiento de la sonda con cada 'hit'

obtenido. El objetivo fue evaluar que las sondas reconocieran secuencias de su propia especie dentro de

los  siguientes  criterios:  identidades  de nucleótidos  60/70,  e-value  <  0.0001 y  ΔG < -70 kcal/mol.

Además las sondas no debían reconocer secuencias de otras especies con  ΔG < -40 kcal/mol y 50/70

identidades de nucleótidos. 
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Figura 1. Estrategia de selección de sondas. Se muestran los 4 pasos generales del flujo de trabajo para la
selección de sondas aplicado a cada virus de interés. La base de secuencias de origen contiene los representantes
de cada especie que se procesan de la siguiente forma, (1) La secuencia se fragmenta consecutivamente en
70meros con un desfase de 3 nt, (2) cada 70mero se somete a BLAST usando la base de secuencias 'nt'; en el
resultado se califica cada hit obtenido, en primer lugar se determina la especie u organismo al que pertenece la
secuencia, dependiendo de esto, el alineamiento debe o no pasar los filtros establecidos de e-value e identidades;
(3) se evalúa el comportamiento experimental mediante la ΔG de hibridación. Las pre-sondas que cumplen con
estos filtros se denominan sondas específicas. (4) Entre estas sondas se selecciona un grupo de forma que cada
secuencia conocida del virus (en la base de secuencias blanco) tenga hibridación con dos sondas de preferencia
en regiones diferentes.
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Entre las sondas especie-específicas se realizó la selección de un set de 6 sondas (si era posible) que

preferentemente no presentaran empalme, es decir mapearan en diferentes partes del genoma del virus,

y que en conjunto lograran que cada genoma del virus correspondiente de la base de secuencias blanco

fuera reconocido por al menos dos sondas. Debido a la variabilidad dentro de una especie en algunos

casos fue necesario utilizar dos o más secuencias de origen y cada secuencia se procesó como se ha

descrito previamente.

Hibridación in silico

Para tener una perspectiva visual del reconocimiento de secuencias blanco por parte de las sondas

seleccionadas  se  implementó  un  ensayo  de  hibridación  in  silico.  Se  seleccionó  un  genoma

representativo por cada virus de interés o en su defecto un gen completo. Después se calculan todas las

posibles  ΔG  de  hibridación  entre  la  secuencia  y  una  sonda,  recorriendo  el  alineamiento  sonda-

secuencia una posición a la vez. Al finalizar los cálculos se selecciona la mejor ΔG (la más negativa)

entre una sonda y una secuencia. El proceso es repetido para cada sonda con cada una de las secuencias

representativas seleccionadas. El resultado es ilustrado en un heatmap (gráfico de intensidades) donde

cada celda representa la  mejor  ΔG de hibridación esperada entre  una secuencia y una sonda. Una

hibridación exitosa es representada en gradientes de azul y se define como una  ΔG  ≤ -50 kcal/mol,

mientras que la inexistencia de hibridación es representada en gradientes de gris y se define como una

ΔG ≥ -49 kcal/mol. Estos límites fueron definidos con base en los resultados del análisis de hibridación

entre oligonucleótidos y secuencias blanco descrito más adelante.

Producción de microarreglos

Los setentámeros seleccionados para reconocer específicamente cada especie de virus de interés fueron

sintetizados por Illumina - Oligator (Illumina Inc. EE. UU.). Los oligonucleótidos fueron resuspendidos

en una concentración de 400 pmol en buffer 3xSSC (0.45M NaCl, 45 mM citrato de sodio pH 7.0), e

impresos sobre  laminillas con recubrimiento epóxico en la unidad de Microarreglos del Prostate Centre

en el Hospital de Vancouver, Canadá. Cada punto impreso representa una sonda específica para una

especie  de  virus,  además  cada  punto  contiene  4  pmol  de  spike-70,  un  setentámero  sin  secuencia
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biológica complementaria conocida, que se usa para localizar los puntos en el área del microarreglo.

Las laminillas se conservaron en una cámara libre de humedad hasta su uso.

Purificación de ácidos nucléicos

El material genético de lisados de virus (sobrenadantes de cultivo celular de cepas de referencia) se

extrajo usando el kit PureLink Viral RNA/DNA (Invitrogen, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del

fabricante. En el caso de las muestras clínicas y los controles positivos de los virus Norwalk y Sapporo,

se usaron 100 mg de heces que fueron homogeneizadas con 100 mg de perlas de vidrio de 150-212 μm

(Sigma, EE. UU.), 100 μl de cloroformo y 800 μl PBS (NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 10 mM,

KH2PO4 1.76  mM  en  H2O  mQ)  usando  un  batidor  de  perlas  (Biospec  Products,  EE.  UU.).

Posteriormente el homogenado se centrifugó por 10 minutos a 2000 x g, el sobrenadante se recolectó

en filtros Spin-X de 22 μm de poro (Costar, NY) y se centrifugó a 5000 x g durante 10-20 minutos. Las

muestras filtradas fueron tratadas con Turbo DNAse (Ambion, EE. UU.) y RNAsa (Sigma, EE. UU.)

por 30 minutos a 37°C en baño María e inmediatamente al término se enfriaron en hielo. Después se

extrajeron los ácidos nucléicos de 200 μl  usando el  kit  de purificación PureLink Viral  RNA/DNA

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ácidos nucléicos de los lisados de virus o de las muestras

clínicas se eluyeron en agua libre de nucleasas, se alicuotaron, se cuantificaron en el espectrofotómetro

ND-1000 (NanoDrop Technologies, EEUU)  y se almacenaron a -70°C para su posterior uso.

Amplificación y marcaje de muestras

El proceso de amplificación y marcaje del material genético extraído de lisados virales o de muestras

clínicas se realizó en tres pasos que se describen a continuación. Se realizo la transcripción reversa

usando  SuperScript  II  Reverse  Transcriptase  (Invitrogen,  EE.  UU)  y  el  cebador-A  (5'-

GTTTCCCAGTAGGTCTCN9-3'). Después se generó la cadena complementaria de DNA (cDNA) en

dos rondas de síntesis con la enzima Sequenase 2.0 (USB, EE. UU.). El cDNA producido se amplificó

(ronda B) con polimerasa KlenTaq (Sigma, EE. UU.) o Taq (New England Biolabs, EE. UU.) usando el

cebador-B (5'-GTTTCCCAGTAGGTCTC-3') [que corresponde a la secuencia 5’ del cebador A] en 30

ciclos del siguiente programa: 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C. La segunda

27



amplificación (ronda C) incluyó nucleótidos modificados aminoallyl-dUTP (TriLink, EE. UU.) en una

proporción  de  7:3  con  dTTP  que  se  incorporaron  mediante  20  ciclos  de  PCR  bajo  las  mismas

condiciones descritas previamente y usando 5 μl del producto de la ronda B como material de inicio.

Los productos de la amplificación (en adelante llamados muestra) fueron purificados con el kit DNA

Clean & Concentrator-5 (Zymo Research, EE. UU.). El acoplamiento de fluoróforos Cy-3 a la muestra

(referencia o clínica) y Cy-5 a la probe-70 se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (GE

HealthCare, EE. UU.). Brevemente, se mezclaron 9 μl de muestra, 1 μl de buffer de carbonatos 0.1 M

pH 9 (0.1 M Na2CO3, 0.1 M NaHCO3), 5 μl de fluoróforo (diluido en 50 μl de DMSO) y 1 μl de agua.

La reacción de acoplamiento se llevo a cabo durante 90 minutos en ausencia de luz a temperatura

ambiente con agitación suave. Al termino del acoplamiento las muestras se purificaron nuevamente

usando  el  kit   DNA Clean  &  Concentrator-5  y  la  incorporación  de  fluoróforo  se  cuantificó  por

NanoDrop (NanoDrop Technologies, DE).

Preparación de laminillas e hibridación

Las laminillas que contienen impreso el microarreglo requieren un tratamiento previo a ser usadas, el

cual  se  describe  brevemente.  Las  laminillas  fueron  tratadas  con  una  solución  de  lavado  (50mM

etanolamina, 0.1 % SDS, 0.1M Tris pH 9) durante 15 minutos a 50°C, seguido de dos lavados en agua

destilada,  después  se  secaron  por  centrifugación  durante  5  minutos  a  500  rpm.  Las  laminillas

procesadas se cargaron con 30 μl de la siguiente combinación, muestra marcada con Cy3, probe-70

marcada con Cy5 en buffer 3xSSC. Las laminillas se  colocaron en una cámara húmeda y ésta se

sumergió en baño María a 65°C durante 8-12 horas. Después de la incubación las laminillas se lavaron

en  las  siguientes  soluciones  de  forma  consecutiva:  2xSSC  (65°C),  2xSSC,  1xSSC,  0.2xSSC  y

posteriormente se secaron por centrifugación a 500 rpm durante 5 minutos.

Obtención de imágenes y análisis de datos

Las  laminillas  se  analizaron con un escaner  Axon GenePix 4000B (Molecular  Devices,  EE.  UU.)

sincronizado con el programa GenePix Pro 6.0 para obtener y detectar la intensidad de señal de cada

punto y los datos fueron almacenados. En primer lugar, la calidad de cada punto se calificó con los
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siguientes parámetros, tamaño y forma del punto (calificado como bueno/malo/ausente), el porcentaje

de saturación de señal del canal verde (%F532 saturated < 5) y la proporción de señal del canal verde

sobre la señal de fondo del mismo canal [(%F532 > B532 + 2 SD) > 50%].  Los puntos con buena

calidad fueron usados para generar el valor de señal de fondo de la hibridación. La normalización de las

intensidades de señal se hizo con la siguiente fórmula: (F532i/F532m)-(B532i-B532m), donde F532i y

B532i son los valores de la intensidad de señal y la señal de fondo del punto “i” respectivamente; y

F532m y B532m son la sumatoria de todos los valores de intensidad de señal y de señal de fondo del

microarreglo respectivamente.

La significancia estadística de las intensidades en las muestras de referencia se obtuvo mediante el

algoritmo de producto de rangos (RP) usando un mínimo de 3 réplicas técnicas [108]. Se registraron los

valores de rango de las muestras de referencia para generar un valor de corrección aplicado al análisis

de datos de muestras experimentales. En el caso de las muestras clínicas, posterior al control de calidad

aplicado a cada spot, las intensidades de señal se transformaron a valores z y se calcularon los valores p

y la tasa de falsos positivos usando el paquete fdrtool  [109] en R. Las especies de virus positivas se

definieron como aquellas que tuvieron al menos dos sondas con un valor p < 0.05 y una tasa de falsos

negativos < 0.01.

Límites de detección del microarreglo

Con el  objetivo  de  determinar  la  cantidad  de  partículas  virales  que  pueden  ser  detectadas  por  el

microarreglo, se usaron tres virus de referencia con diferente tipo de genoma: RV-A con RNA de doble

cadena (dsRNA), astrovirus humano de RNA de cadena sencilla de polaridad positiva (ssRNA+) y

adenovirus humano con DNA de doble cadena (dsDNA). El RNA se extrajo de RV-A purificado por

gradiente de cesio (cepa RRV) y de células MA104 (usadas para la propagación de RV-A). Se calculó

el peso en nanogramos del genoma de RV-A con la siguiente fórmula: [longitud del genoma (bp) x 325]

/ 6.022x1023. Se analizaron por microarreglo diluciones decrecientes de RNA de RV-A equivalentes

desde 1x108 hasta 10 partículas, mezcladas o no con un exceso de RNA (50 ng) de células MA104. De

igual forma se procesaron e hibridaron en microarreglos, diluciones decrecientes de material genético

extraído de lisados titulados de astrovirus humano o adenovirus humano equivalentes desde 1x107 a

100 partículas. 
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Panel de PCR diagnóstico y PCRs de confirmación

La comparación de resultados del microarreglo se hizo usando como estándar de oro un panel de PCRs

de diagnóstico. El material genético extraído de las muestras clínicas fue utilizado en reacciones de RT-

PCR usando el kit One-Step RT-PCR (Qiagen, EE. UU.) o el kit SuperScript III One-Step RT-PCR with

Platinum Taq (Invitrogen, EE. UU.). Para confirmar la presencia de otros virus se realizaron RT-PCRs

de confirmación en muestras específicas. Se generó cDNA con SuperScript III Reverse Transcriptase

(Invitrogen,  EE.  UU.)  y  la  amplificación  se  realizó  con  polimerasa  Taq  (New  England  Biolabs)

siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los cebadores utilizados tanto para las reacciones de

diagnóstico como para las pruebas de confirmación se encuentran en la  Tabla suplementaria 1 del

Anexo 2. Las reacciones de PCR para detección de RV-A incluyeron una incubación de 5 minutos en

agua  hirviendo  y  enfriamiento  inmediato  en  hielo  justo  antes  de  la  reacción.  Las  condiciones  de

amplificación para RV-A, HAstV y CV fueron: 30 minutos a 50°C, 15 minutos a 95°C; 40 ciclos de 30

segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C y extensión final de 5 minutos a 72°C. La

condiciones de RT-PCR para adenovirus humano fueron: 30 minutos a 50°C, 15 minutos a 95°C;  40

ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C y extensión final de 5 minutos a

72°C. El programa de amplificación para enterovirus humano fue: 30 minutos a 50°C, 15 minutos a

95°C; 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C, 30 segundos a 72°C con extensión de 5

minutos a 72°C. La amplificación de parechovirus humano fue: 30 minutos a 50°C, 15 minutos a 95°C;

35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 48°C, 1 minuto a 72°C y extensión final de 5 minutos a 72°C.

La confirmación de TTV se realizó por PCR semi-anidado, las condiciones de la primer ronda fueron: 2

minutos  a  94°C;  35  ciclos  de  30  segundos  a  94°C,  30  segundos  a  55°C,  30  segundos  a  72°C y

extensión final de 5 minutos a 72°C. La segunda ronda uso 30 ciclos del mismo programa. El bocavirus

humano fue  detectado mediante  Seeplex  RV15 OneStep  ACE Detection  (Seegene,  EE.  UU.).  Los

productos fueron visualizados en geles de agarosa de 2% excepto por HEV y TTV que requirieron

geles de 3.5% debido al tamaño pequeño del amplicon.
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Detección de virus por RT-PCR y PCR en tiempo real 

La cantidad de material genético de los virus RV-A, HAdV, HEV, NV, HAstV se determinó mediante

RT-PCR  o  PCR  en  tiempo  real.  Se  extrajo  RNA/DNA de  cultivos  de  virus  como  se  mencionó

anteriormente y se cuantificaron los ácidos nucléicos por NanoDrop. La detección de RV-A requirió

incubación en agua hirviendo por 5 minutos y enfriado inmediato en hielo. La amplificación de los

virus  con genoma de RNA (RV-A, HAstV, NV y HEV) se realizó en dos  pasos.  Primero se hizo

transcripción  reversa  con  3  μl  de  RNA  (5  ng),  0.125  μl  de  (50  U/μl)  SuperScript  III  Reverse

Trasncriptase (Invitrogen, EE. UU.), 0.25 μl de inhibidor de RNasa (20 U/μl), 12.5 μl de SyBr Green

Master Mix 2X (Applied Biosystems, EE. UU.), 1 μl del primer cebador y agua tratada con DEPC

hasta un volumen final de 24 μl. Las muestras fueron incubadas por 30 minutos a 48°C seguido de la

inactivación de la transcriptasa por 10 minutos a 90°C. En el segundo paso se añadió a la reacción 1 μl

del segundo cebador para un volumen total de 25 μl. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

para HAstV y RV-A el programa de amplificación consistió de 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15

segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C; el programa de amplificación de NV fue 5 minutos a 95°C; 45

ciclos de 10 segundos a 95°C, 20 segundos a 48°C y 45 segundos a 60°C;  para HEV fue 10 minutos a

95°C, 45 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C; y en el caso de HEV

ambos cebadores se añadieron antes de la PCR dado que la transcripción reversa se llevó a cabo con

hexameros aleatorios. La amplificación de HAdV consistió de 3 μl de DNA (5 ng), 12.5 μl de SYBR

Green Master Mix 2X y 1 μl de cada primer en un volumen total de 25 μl por reacción. Las condiciones

fueron: 95°C por 8 minutos, 45 ciclos de 30 segundos a 95°C, 20 segundos a 55°C y 20 segundos a

72°C.  Las  amplificaciones  se  llevaron  a  cabo  en  un  ABI  Prism 7500  Sequence  Detector  System

(Applied Biosystems,  EE. UU.).  Se evaluaron las curvas de disociación en busca de productos no

específicos. Se obtuvieron los valores de Ct correspondientes a la detección de secuencias específicas

de cada virus en ensayos por triplicado de las muestras que presentaban coinfecciones. Los cebadores

para la  detección de CV, HAdV y HEV están  diseñados para reconocer  su blanco a  nivel  género

[73,110,111].
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Resultados

Una parte de las observaciones y resultados obtenidos durante el desarrollo de este proyecto fueron

publicados en el  Journal  of Clinical  Microbiology con el  titulo “DNA microarray for detection of

gastrointestinal viruses” (Anexo 1 y material suplementario en Anexo 2).  

Virus asociados al tracto gastrointestinal

Nuestro  primer  objetivo  fue  identificar  los  virus  de  vertebrados  conocidos  hasta  el  momento,  que

pueden estar presentes en tracto gastrointestinal para  incluir en el microarreglo. Para ello se realizó una

extensa búsqueda de artículos y reportes científicos en el repositorio del NCBI de los virus que pueden

encontrarse en el tracto gastrointestinal de los vertebrados.

Las especies de interés que se identificaron están distribuidas en 17 familias virales en las que están

contenidos 55 géneros y a su vez una lista de 128 especies de virus (Tabla suplementaria 2, Anexo 2).

En esta lista se encuentra el grupo principal de virus asociados a gastroenteritis en humanos: rotavirus

A (RV-A), calicivirus humanos (HuCV: virus Norwalk [NV] y virus Sapporo [SV]), astrovirus humano

(HAstV)  y  adenovirus  humano  (HAdV);  además  se  identificaron  virus  encontrados  en  pacientes

inmunodeprimidos  como  citomegalovirus;  virus  que  afectan  a  animales  domésticos:  circovirus,

coronavirus, parvovirus y pestivirus; virus de diferentes animales de vida silvestre como astrovirus de

murciélago, astrovirus de pato, coronavirus murino, coronavirus aviar; e inclusive familias, géneros y

especies  nuevas  de  virus,  algunos  de  los  cuales  aún  no  se  ha  confirmado  su  participación  en

patogénesis como el género Cosavirus (cosavirus humano) y el género Salivirus (salivirus A), ambos

en la familia Picornaviridae.  

Debido a que la detección se realiza con base en contenido genético de los virus, podemos resaltar que

desde este punto de vista, las especies de interés comprenden cinco de las siete clases de genomas

según la clasificación de virus de Baltimore que está basada en parte en el tipo de genoma del virus

[112]: virus de RNA de cadena sencilla (ssRNA) tanto de polaridad  positiva (clase IV) como negativa

(clase V), virus de RNA de cadena doble (dsRNA; clase III), virus de DNA de cadena sencilla (ssDNA;

clase II) y de cadena doble (dsDNA; clase I). Hay virus con genoma contenido en una sola cadena  y

también hay otros cuyo genoma es segmentado (Arenaviridae, Orthomyxoviridae, Picobirnaviridae,

Reoviridae). Por último, la longitud de los genomas varía entre 1.8 kilobases (kb) [e.g.  Circoviridae]
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hasta más de 30 kb (e.g. Coronaviridae), siendo un caso extremo la subfamilia Herpesvirinae con más

de 230 kb. Esta característica es importante debido a que entre más grande es un genoma, más sondas

pueden generarse de diferentes regiones, pero este aumento incremento implica un mayor análisis.

Generación de bases de datos de secuencias

En total se obtuvieron mas de 800 mil secuencias de virus. Las secuencias obtenidas se filtraron  para

separar y retener únicamente las secuencias completas de virus de interés. Se identificaron 302,802

secuencias de interés entre genomas y genes. A pesar de la gran cantidad de secuencias, el número de

secuencias por virus era muy variable. Un pequeño grupo de virus (n=12) representaba poco más del

90% de las secuencias (273,491). Se observó que el mayor número de secuencias disponibles pertenece

a dos o tres especies por familia (Fig. 2A). El virus más sobre representado era el virus de la Hepatitis

C (HCV) con aproximadamente la mitad de las secuencias disponibles (150,857), le seguían el virus de

Influenza A y el virus de Dengue con 72,844 y 6,569 respectivamente. Por el contrario, hubo 5 virus de

los que sólo se obtuvo una secuencia (Adenovirus Porcino B, Astrovirus Felino, Parvovirus de pollo,

Picobirnavirus de conejo y Cosavirus humano B). Por otra parte se obtuvieron 1322 genomas para 83

virus (promedio=11 genomas/virus, sin tomar en cuenta virus segmentados) y de 19 virus no se obtuvo

un genoma completo. 

La gran  cantidad de secuencias  disponibles  para algunos  virus,  sugería  que existe  cierto  grado de

redundancia.  Debido a  que  no tiene  sentido  analizar  secuencias  que son casi  idénticas,  decidimos

eliminar la redundancia  aplicando diferentes límites de porcentaje de similitud (95-99%). El porcentaje

eliminado dependió del número de secuencias disponibles por especie (Fig. 2A). Los virus (n=59) a los

que se aplicó el filtro de 99% de similitud, eliminaron en promedio el 20% de sus secuencias, 22 de

estos virus no eliminaron ninguna. Los virus a los que se aplicaron filtros de 97 y 95% eliminaron al

menos  el  25  y  el  62% de  sus  secuencias  respectivamente  (Fig.  3).  Los  virus  que  estaban  sobre-

representados mantuvieron una cantidad mayor de secuencias respecto a los demás virus (Fig. 2B).

Finalmente la  base de datos de secuencias  de interés  quedó compuesta  por  38,296 secuencias.  En

promedio cada virus esta representado por 120 secuencias (mediana = 37). Este conjunto de secuencias

fue organizado jerárquicamente por Familia, Género y Especie.
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A)

B)

Figura 2. Distribución de las secuencias de virus. Se obtuvieron todas las secuencias de virus del repositorio del
NCBI. Se separaron las secuencias correspondientes a los virus de interés. Se muestra el número de secuencias
por  virus  dentro de su  familia  correspondiente  (color).   El  tamaño del  punto  corresponde  al  porcentaje  de
identidad a eliminar [panel A] o ya eliminado [panel B] (>95, 97 o 99%). Se indica el acrónimo de los virus con
un número excesivo de secuencias (RVA, Rotavirus A; JC, Polyomavirus JCV; HAV, virus de la Hepatitis A;
HCV, virus de la Hepatitis C; HEVB, Enterovirus Humano B; HHV5, virus herpes humano 5; HHV8, virus
herpes humano 8; Measles,  virus del Sarampión; NDV, virus de NewCastle; FLUAV, virus de Influenza A;
FLUBV, virus de Influenza B; DenV, virus Dengue; NV, virus Norwalk; TTV, Torque Teno Virus) y el acrónimo
de los virus con sólo una secuencia (HuCosVB, cosavirus humano B; RaPBV, picobirnavirus de conejo; ChPV,
parvovirus de pollo; FeAstV, astrovirus felino; PoAdVB, adenovirus porcino B).
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Figura 3. Niveles de reducción de redundancia. Se muestra el porcentaje de eliminación de secuencias en los
virus agrupados por familia (color), al aplicar diferentes grados de eliminación de identidad (> 95, 97 o 99%).

Al conjunto de las secuencias obtenidas después de aplicar filtros de redundancia se le denominó base

de secuencias blanco. Estas secuencias representan para nosotros el universo mínimo de secuencias que

las sondas deben reconocer de su especie correspondiente. Por otra parte se tomó por lo menos una

secuencia representativa por cada especie de virus para ser procesada y diseñar las sondas. Al conjunto

de estas secuencias se le denominó base de datos de secuencias de origen.

Variabilidad en las secuencias de interés

Como se mencionó anteriormente los virus que nos interesa detectar presentan diferentes características

que son importantes para establecer la estrategia de selección de sondas especie-específicas. Una de

esas características es el grado de identidad en su secuencia. Generalmente los criterios de demarcación

de especies de virus son establecidos por la similitud en secuencia [113]. Dos virus que pertenecen a la

misma especie  deben compartir  generalmente  más del  70% en secuencia.  Para  definir  cuál  era  la
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identidad entre los virus de nuestro interés, se realizaron alineamientos de secuencias completas y se

obtuvo el porcentaje de identidad entre especies de las principales familias de virus.

Los resultados nos muestran que el promedio de identidad entre los virus de una familia es del 45%,

entre más grande es la familia menor identidad puede haber entre sus miembros. Aunque este valor

puede parecer bajo, también observamos que dentro de una familia, las especies más cercanas pueden

compartir hasta ~70% de identidad, como se ejemplifica en la Tabla 2 para la familia Adenoviridae y en

el  Anexo  3  para  otras  especies  en  algunas  de  las  principales  familias  de  virus  de  interés.  Esta

información se usó en la estrategia de selección como se explicará más adelante. 

Tabla 2. Identidad entre especies de la familia Adenoviridae

Género Especie (identidad intraespecie) Identidad (%)

Atadenovirus Bovine Adenovirus D

Mastadenovirus

Canine Adenovirus 44

Human Adenovirus A 44 54

Human Adenovirus B (87%) 43 55 63

Human Adenovirus C 41 54 63 68

Human Adenovirus E 41 54 62 79 70

Human Adenovirus F 42 55 67 65 64 65

Human Adenovirus G 41 54 57 66 66 67 74

Ovine Adenovirus A 46 54 54 55 54 53 54 54

Porcine Adenovirus A 39 53 53 57 57 60 56 58 53

Porcine Adenovirus C 44 54 54 56 55 56 55 56 66 56

Implementación de la estrategia de selección de  sondas

Nuestro  siguiente  objetivo  consistió  en  generar  y  seleccionar  las  sondas  que  detecten  de  forma

específica cada especie de virus de interés. La estrategia planificada consta de 4 pasos generales (Fig.

1): comienza con (1) la generación de oligonucleótidos en los que (2) se evalúa su especificidad y (3)

su  desempeño de  hibridación experimental.  Posteriormente  del  grupo de  sondas  específicas  (4)  se

selecciona un grupo tal que cada secuencia en la base de secuencias blanco sea reconocida al menos
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dos veces, de preferencia por sondas diseñadas de regiones diferentes. El grupo seleccionado debía ser

de mínimo seis sondas.

Para realizar la evaluación de los oligonucleótidos primero determinamos sus capacidades para obtener

reconocimiento especie-específico. Una vez definidas las capacidades se aplicarían filtros de selección

para  determinar  si  la  sonda  era  específica  y  si  funcionaría  adecuadamente  en  las  condiciones

experimentales  deseadas.  El  análisis  de  alineamientos  locales  y  el  valor  de  la  Tm  de  los

oligonucleótidos, son dos formas de aplicar filtros de selección usadas en otros trabajos  [31]. Por lo

tanto, para comprobar y establecer los parámetros de selección se realizó la siguiente serie de pruebas.

Evaluación de los parámetros de hibridación

Los oligonucleótidos que usaríamos como sondas son de setenta nucleótidos (70mero). Para comparar

su capacidad de hibridación teórica se  utilizaron además oligonucleótidos  de otras  dos  longitudes:

sesenta nucleótidos (60mero) y cincuenta nucleótidos (50mero). Los tres tamaños de oligonucleótido se

evaluaron con base en la temperatura de desnaturalización (Tm) y la energía libre de Gibbs (ΔG). Se

comparó  la  hibridación teórica  con su  complementario  perfecto  y con secuencias  que  presentaban

diferente  número (5,  10  o  20)  de  malos  apareamientos  (“mismatches”)  introducidos  al  azar  y  sin

repeticiones en los sitios de sustitución.

Los  setentámeros  (n=10,000)  fueron  generados  de  forma  aleatoria  con  base  en  tripletes  de  DNA

(codones), con un contenido de GC en el rango de 28-65% que es el contenido de GC presente en la

secuencia  de  los  virus  de  interés.  Para  comparar  con  mayor  precisión  los  resultados  de  las  tres

longitudes analizadas, los 70meros fueron recortados a 60 y 50 nucleótidos de forma que compartieran

la misma secuencia. 

Para  cada  combinación  de  longitud  de  oligonucleótido  y  secuencia  complementaria  con  o  sin

mismatches se calculó la Tm (°C) por los métodos de contenido de GC y por 'vecino más cercano',

además se hizo el cálculo de la ΔG (kcal/mol). Estos métodos fueron descritos en la introducción y en

la sección de materiales y métodos.

Mediante el método de contenido de GC, el rango de Tm en setentámeros fue de 90-101°C. El rango de

Tm en 60meros y 50meros fue de 88-101°C y 87-99°C respectivamente (Fig. 4A). Se  observó que no

existe una diferencia notable entre la distribución de la Tm en las tres longitudes de oligonucleótidos.
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Además, el rango de Tm no cambia en ninguna longitud cuando se introducen mutaciones, debido a

que la fórmula de 'contenido de GC' no toma en cuenta la cadena complementaria y por lo tanto la

presencia de mismatches no es considerada, este efecto se observa en el empalme de los colores de las

curvas en la figura 4A. Por otra parte, usando el método de 'vecino más cercano' el rango de Tm en

oligonucleótidos complementarios perfectos fue de 85-99°C para 70meros; 83-99°C para 60meros y de

80-97°C para 50meros (Fig. 4B). Aunque las diferentes longitudes tienen un rango similar cuando las

cadenas son complementarios perfectos, la introducción de mismatches provoca que el rango de Tm de

la población se desfase. Además, mientras más sustituciones se introducen, se aumenta la dispersión de

la Tm. En el  caso de ΔG, los valores de hibridación mostraron rangos de -83 a  -110 kcal/mol en

70meros; -70 a -95 kcal/mol en 60meros y -57 a -80 kcal/mol en 50meros (Fig. 4C). Los valores de dG

presentan un mayor desfase en comparación con los valores de Tm en las dos condiciones evaluadas,

longitud de oligonucleótido y número de mismatches.

Estos resultados nos indican que el cálculo de la Tm por contenido de GC no es un parámetro útil para

diferenciar  el  comportamiento  de  un  oligonucleótido  al  hibridar  con  diferentes  secuencias.  Por  el

contrario los cálculos de Tm y  ΔG usando el método de 'vecino más cercano' producen valores que nos

permiten predecir  las  diferencias  en la  hibridación de  oligonucleótidos  con secuencias  que no son

complementarias perfectas. Estos cambios son más evidentes cuando se analizan los valores de ΔG, e

inclusive como población tienen un comportamiento más consistente (menor dispersión). Por lo tanto,

se decidió utilizar la ΔG como la estrategia de selección para evaluar el comportamiento de las sondas

en condiciones experimentales.
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Figura  4.  Efecto  de  malos  apareamientos  en  la  Tm y  ΔG de  oligonucleótidos.  Se  introdujeron  diferentes
cantidades (0,  5,  10 o 20) de malos apareamientos (“mismatches”) en la cadena complementaria de 10,000
oligonucleótidos de tres longitudes diferentes (70, 60 y 50meros) de secuencia al azar. Se muestra el efecto de la
introducción de mismatches en: la Tm calculada por el método de contenido de GC (panel A) o la Tm (panel B)
y la ΔG (panel C) mediante el método de vecino más cercano (NN). 
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Alcance de hibridación en oligonucleótidos

Tener un valor que nos permita establecer las diferencias en la hibridación de un oligonucleótido con

cadenas no complementarias perfectas, y que además nos permita definir si estas diferencias afectan

negativamente su posible  comportamiento experimental,  es  de gran utilidad para nosotros.  Esto es

debido a  que,  como se mencionó anteriormente,  los  virus dentro de una especie  pueden presentar

diferentes grados de variación en su secuencia. Por lo tanto, nos interesa saber cuál es la capacidad de

un 70mero para hibridar con secuencias de diferente grado de similitud. 

Para este objetivo analizamos los valores de ΔG calculados entre tres longitudes de oligonucleótidos

(70mero,  60mero,  y  50mero)  y  secuencias  con  cuatro  grados  de  variación  (0,  5,  10  o  20  malos

apareamientos) ya presentados anteriormente (Fig. 4C). Esta vez, las observaciones las enfocamos a la

cantidad de mismatches y su relación con los valores de ΔG.

En la Figura 4C se observa que los 70meros reducen su valor promedio de ΔG a -80 kcal/mol cuando se

enfrentan  a  secuencias  con  5  mismatches  aleatorios,  los  60meros  promedian  -67  kcal/mol  y  los

50meros  -52  kcal/mol.  Cuando  la  secuencia  a  hibridar  hace  10  mismatches  aleatorios  con  los

oligonucleótidos, la ΔG promedio de los 70meros, 60meros y 50meros es -63 kcal/mol, -50 kcal/mol y

-37 kcal/mol respectivamente. En la última condición evaluada (20 mismatches aleatorios) los 70meros

promedian -37 kcal/mol; los 60meros, -23 kcal/mol y los 50meros -18 kcal/mol (Fig. 4C). Como era

esperado, los setentámeros por su longitud 'soportan' mayor cantidad de malos apareamientos de forma

que su ΔG disminuye menos al incrementar los mismatches, en comparación con las otras longitudes de

oligonucleótidos. 

Se ha reportado que en condiciones experimentales dos oligonucleótidos (50-70 bp) pueden hibridar

cuando  comparten  >75% en  secuencia  [114–117].  Por  lo  tanto  los  70meros  pueden  hibridar  con

secuencias que presentan hasta 18 mismatches. Como se describió previamente, la similitud entre dos

secuencias de una misma especie es ≥70% (Tabla 2 y Anexo 3), en un 70mero esto es más de 50 nt. Por

el contrario dos secuencias de diferente especie pueden tener hasta 70% de identidad en secuencia, en

70meros esto corresponde aproximadamente a dos secuencias con al menos 20 malos apareamientos.

Esto quiere decir que las sondas deben hibridar con secuencias de >70% identidad y no deben hibridar

con secuencias de <70%. La relación de estas premisas con los valores de ΔG descritos en Figura 4C

nos ayuda a establecer valores diferenciales de  ΔG que las sondas deben presentar entre secuencias

blanco y no blanco.
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Por lo tanto, se estableció que el valor mínimo de ΔG entre una sonda y una secuencia blanco debía ser

-70 kcal/mol, es decir en un 70mero se permiten en promedio 5 mismatches (Fig. 4C). Para evitar que

una sonda reconozca una secuencia no blanco, la ΔG de esta interacción debe ser máximo -40kcal/mol,

esto indica que debe haber al menos 20 mismatches (Fig. 4C). El intervalo de ΔG entre las secuencias

blanco y no blanco (de -70 a -40 kcal/mol) tiene el propósito de proporcionar una zona de seguridad. 

Integración de la estrategia de selección

Los resultados anteriores  fueron integrados a  la  estrategia  de selección de la  siguiente forma.  Las

secuencias  de  origen  se  fragmentaron  en  oligonucleótidos  de  70  bases.  Para  evaluar  las  posibles

hibridaciones de cada 70mero se realizó BLAST usando la base de secuencias de nucleótidos 'nt'. De

esta forma obtenemos alineamientos con secuencias de una gran variedad de organismos, además de las

secuencias de virus. El uso de BLAST también nos permite obtener alineamientos más flexibles en

cuanto a la presencia de malos apareamientos. 

En cada 70mero se analizaron todos los hits que arrojó el blast. En cada hit se verificó en primer lugar a

qué organismo pertenecía la secuencia, después se evalúan los filtros. Para ser tomado como sonda

buena, el e-value del alineamiento debía ser menor a 0.0001. Dado el tamaño de la base de datos (> 9.5

millones  de  secuencias)  consideramos  que  este  valor  era  suficiente  para  descartar  las  sondas  que

reconocieran secuencias no específicas. Después, se evaluó que las identidades del alineamiento fueran

al menos 60/70, es decir que tuvieran al menos el 85% de identidad (que es el promedio de identidad

dentro de una especie). Posteriormente se calculó la ΔG del alineamiento (Fig. 1).

Si el hit era con el virus de interés correspondiente, el alineamiento debía pasar adecuadamente los

filtros de e-value e identidades; y la ΔG debía ser menor a -70 kcal/mol (Fig. 1). Con este valor se

permite que el 70mero tenga algunos malos apareamientos con su blanco y que además pueda soportar

algunos  mismatches  más  sin  cambiar  demasiado  su  ΔG.  Es  decir,  se  permiten  principalmente

alineamientos con hasta 5 mismatches, lo que nos da en promedio ΔG=-80kcal/mol. Si esa secuencia de

interés presentara más variación, la sonda sería capaz de “soportar” una cantidad extra de mismatches. 

Por el contrario si el hit era con una secuencia que no debe reconocer (e.g. otra especie de virus u otro

organismo), entonces el alineamiento debía fallar los filtros de e-value e identidades; y además, la  ΔG

debía ser mayor a -40 kcal/mol (Fig. 1, opción B). Es decir, los hits con secuencias no-específicas
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debían ser realmente malos alineamientos. Al grupo de 70meros que producen alineamientos de buena

calidad con secuencias de interés y alineamientos de mala calidad con secuencias de no-interés, se les

considera sondas específicas.

El último paso involucra la comparación con la base de secuencias blanco. Las secuencias dentro de

esta base representan la variabilidad conocida de cada especie de virus que nos interesa detectar. Por lo

tanto,  se  escogió  un  grupo  de  sondas  que  en  conjunto  reconociera  cada  secuencia  en  la  base  de

secuencias blanco al menos dos veces. Este grupo debía ser de mínimo seis sondas y de preferencia las

sondas debían reconocer diversas regiones del genoma.

Aplicando esta estrategia a secuencias de 128 virus logramos seleccionar un grupo de 1256 sondas de

70nt (Tablas suplementarias 2 y 3 de Anexo 2). En promedio contamos con ~10 sondas por virus. Los

virus con mayor número de sondas son Rotavirus A (42 sondas), Alphacoronavirus 1 (28 sondas) y

Ortoreovirus  de mamífero (25 sondas).  Sin embargo,  hubo algunas  especies (n=18) de las  que no

logramos obtener el set mínimo de seis sondas, aún así se incluyeron las sondas disponibles para cada

especie (de 2 a 5 sondas). Las sondas fueron sintetizadas e impresas en laminillas como se indica en los

materiales y métodos, cada laminilla contiene 2 arreglos de sondas.
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Figura 5. Hibridación  in silico de las sondas seleccionadas. Se muestra el valor de ΔG calculado entre el set
completo de sondas (n=1246) y secuencias de virus blanco (n=138). La escala de color representa en azul (-110 a
-50 kcal/mol) los valores de ΔG donde se espera hibridación y de gris a blanco (-49 a 0 kcal/mol) los valores
donde no se espera hibridación. 

Hibridación in-silico

Con el objetivo de detectar y cubrir la variabilidad de las secuencias dentro de una especie, durante el

proceso de selección se establecieron varios filtros (e-value,  identidades, ΔG). Entre esos filtros se

determinó que el valor de ΔG representaba un parámetro con el que se obtiene una aproximación al

comportamiento de la sonda en condiciones experimentales. Por lo tanto utilizamos este valor para

simular in silico la interacción de las sondas con secuencias representativas que deberían reconocer de

forma específica, representando el valor de hibridación en un gráfico de intensidades de color (Fig. 5).

Debido a la cantidad tanto de secuencias blanco representativas (n=138) como de sondas (n=1256) que

se  analizaron,  la  simulación  de  esta  hibridación  se  muestra  sólo  como ejemplo  ilustrativo  del  set

completo. Para obtener un representación visual más clara se realizaron hibridaciones in silico con un

virus de gran variabilidad y con suficientes secuencias reportadas, rotavirus A.
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Figura 6. Detección in silico de genotipos G/P de rotavirus A. Se obtuvieron los segmentos 1, 2 y 11 (VP1, VP2,
NSP5, respectivamente) de las cepas de rotavirus que representan y están disponibles para los genotipos G y P
conocidos y se calculó la ΔG de hibridación con las sondas seleccionadas para rotavirus A. Se muestra en tonos
de azul las sondas (columnas, n=42) que se espera reconozcan las cepas (renglones) correspondientes; y en
escala  de  gris  a  blanco  aquellas  relaciones  sonda-cepa  que  no  serán  reconocidas.  Las  combinaciones  de
genotipos son principalmente encontradas en diferentes huéspedes indicados con las etiquetas de la columna
derecha.
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Rotavirus se clasifica con base en las proteínas de cápside externa VP7 y VP4 en genotipos G y P, lo

que ha permitido diferenciar  27 genotipos G y 35 genotipos P respectivamente, lo que conduce a una

gran  cantidad  teórica  de  posibles  variantes  del  virus  [54].  A pesar  del  gran  número  de  posibles

variantes, sólo se han detectado algunas combinaciones de genotipos G y P en humanos [55]. Para la

detección de rotavirus por microarreglo seleccionamos tres segmentos del genoma: VP1, VP2 y NSP5,

los cuales representan segmentos más conservados que las proteínas de capa externa. Para evaluar si la

variación conocida de los genotipos G/P de rotavirus podría ser reconocida por el microarreglo, se

recolectaron los  genomas de los  representantes  disponibles  y se  calculó  su ΔG de  hibridación.  Se

obtuvieron 21 y 23 genomas correspondientes a aislados virales de los diferentes genotipos G y P

respectivamente. En los genotipos G 7, 17, 20, 23, 26 y 27; y en los genotipos P 13, 20-23, 26, 28, 32 y

34 no fue posible obtener las secuencias correspondientes a nuestros segmentos de interés (VP1, VP2 y

NSP5). 

En los resultados de la simulación además de presentarse en un heatmap, se muestran agrupadas las

combinaciones de genotipo G/P por el huésped en el que son encontradas con mayor frecuencia (Fig.

6). En esta simulación se observó que con el uso de sondas generadas a partir de los segmentos VP1,

VP2 y NSP5, se pueden detectar en teoría la mayoría de los distintos rotavirus A determinados por los

genotipos de los segmentos G y P. Es importante notar que, como se mencionó anteriormente, no todos

los genotipos se han encontrado en humanos por lo que hay secuencias que provienen de una gran

variedad de especies domésticas y silvestres. El único virus que no fue claramente reconocido  fue el

genotipo G22P[35] que pertenece a una cepa aislada de pavo. Para mejorar la probabilidad de detectar

los rotavirus de aves es necesario añadir sondas específicas para este grupo.

La  constante  agrupación  de  genotipos  de  los  11  segmentos  del  genoma  en  diferentes  rotavirus

humanos, ayudó a establecer la clasificación de rotavirus humanos en constelaciones [55]. Para analizar

el  desempeño  de  las  sondas  frente  a  las  constelaciones  de  rotavirus  A humanos,  se  obtuvieron

representantes de las constelaciones Wa-like, DS1-like, AU1-like y de las rearreglantes  'Wa-like x DS-

1like', 'Wa-like x bovino', 'humano bovino-like' y 'artiodáctilo bovino-like' y se realizaron hibridaciones

in silico con las sondas seleccionadas para rotavirus A (Fig. 7). En los resultados pudimos comprobar

que  las  sondas  seleccionadas  reconocen  en  teoría  todos  los  representantes  disponibles  de  las  tres

constelaciones principales y de las constelaciones de rearreglantes más frecuentes. 
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Figura 7. Hibridacion in silico de las principales constelaciones de rotavirus. Se obtuvieron los segmentos 1, 2 y
11 (VP1, VP2 y NSP5) de las cepas de rotavirus que representan las principales constelaciones (combinación de
genotipos de los 11 segmentos del virus) encontradas en humanos (Wa-like, DS-1-like y AU-1-like), además de
las constelaciones de recombinantes más frecuentes (A = rearreglante Wa-like x DS-1-like; B = rearreglante Wa-
like x bovino; C = Humano bovino-like; D = Artiodáctilo bovino-like) y se calculó la ΔG de hibridación con las
sondas seleccionadas para rotavirus A. Se muestra en tonos de azul (-90 a -50 kcal/mol) aquellas sondas que
reconocen la cepa correspondiente y en escala de gris a blanco (-49 a 0 kcal/mol) la relación sonda-cepa que no
hibridan. Se observa que todas las cepas evaluadas son reconocidas al menos por dos sondas. Además, diferentes
sondas reconocen diferentes constelaciones aunque no hay un patrón definido para cada constelación.

Validación del microarreglo con virus de referencia

La evaluación inicial del microarreglo se realizó con 14 lisados virales de 10 diferentes especies de

virus (Tabla 1). Se extrajo RNA de virus de referencia y se procesó para hibridar con los microarreglos.

Entre  los  virus  validados  se  encuentran  4  de  los  principales  patógenos  humanos  (RV-A,  NV, SV,

HAstV) y  varios  virus  no-humanos  (calicivirus  felino,  virus  de  la  diarrea  bovina  1,  virus  de

parainfluenza bovina 3). Las 10 especies de virus fueron detectadas de forma adecuada. Además es

importante resaltar que para dos especies (RV-A y reovirus) se analizó más de una cepa. Este resultado

sugiere que las sondas son capaces de reconocer variantes dentro de una especie. 
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Sondas no específicas

Mediante el análisis estadístico de las réplicas técnicas en los ensayos de validación, se identificaron

sondas  con  comportamiento  no  específico  (n=26).  Esto  es,  sondas  que  presentaban  señal  positiva

independientemente de la muestra evaluada. Para determinar el origen de la inespecificidad de estas

sondas, se analizaron diferentes características. 

En primer lugar se revisaron los resultados de blast. En la lista de hits no se encontraron alineamientos

no-específicos  (de  buena calidad)  con otros  virus.  Sin  embargo,  se  encontraron hits  de  muy mala

calidad  con  secuencias  de  baja  complejidad  de  origen  humano.  En  segundo  lugar  se  calculó  el

contenido de GC (%) y se observó que en algunas sondas (n=6) el contenido de GC era superior a 60%.

En  tercer  lugar  se  analizaron  las  características  de  los  virus  donde  provinieron  esas  sondas.

Observamos que la familia y el  tipo de genoma no son características compartidas ni mayormente

representadas. Sin embargo, a nivel de especie sobresalen tres sondas provenientes de un mismo virus

(metapneumovirus aviar) que se originaron de una región de ~300 bp. Usando herramientas de análisis

de secuencias se determinó que esta región presenta secuencias de baja complejidad [118,119].

Estos resultados nos sugieren que la inespecificidad de las sondas identificadas tiene diferentes causas

como el  contenido de  GC y  la  presencia  de  regiones  de  baja  complejidad.  Todas  las  sondas  con

reactividad no específica fueron descartadas de análisis posteriores.

Determinación de los límites de detección

Como siguiente objetivo evaluamos los límites de detección de la  plataforma.  Se extrajo RNA de

partículas de rotavirus purificadas por gradiente de cesio y de lisados de cultivos de astrovirus humano

y adenovirus humano C (HAdV-C) con títulos virales conocidos. En el caso de RV-A se realizó el

cálculo del peso en nanogramos del material genético contenido en una partícula del virus el cual esta

compuesto de 11 segmentos  de RNA de doble cadena (dsRNA);  una partícula  de RV-A  contiene

aproximadamente 1.94x10-8 ng. Por otra parte se extrajo RNA de células MA104 utilizadas para la

propagación de rotavirus A. Con estas herramientas se procesaron e hibridaron cantidades decrecientes

de RNA viral correspondientes desde: 108 hasta 10 partículas virales con o sin la adición de 50ng de

RNA celular. Con base en el análisis de las hibridaciones pudimos observar que el limite de detección
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de RV-A, HAstV y HAdV-C es de 1x103 partículas virales, además el límite decreció a 1x104 partículas

cuando se añadió RNA celular a la muestra de RV-A.

Análisis de muestras clínicas

Para validar el desempeño de la plataforma con muestras clínicas, se obtuvo un grupo de 76 muestras

de heces de niños menores de 5 años que presentaron diarrea aguda durante la temporada de invierno

de 2004-2005 en Monterrey, Nuevo León. Al tiempo de recolección, las muestras fueron analizadas

mediante  rotaforesis,  una  técnica  que  evalúa  la  presencia  de  dsRNA  de  rotavirus  mediante

electroforesis. 

En nuestro laboratorio las muestras fueron procesadas desde la purificación de ácidos nucléicos hasta la

hibridación de microarreglos. De las 76 muestras se encontró al menos un agente viral en 70 muestras y

6 muestras resultaron negativas (Fig. 8). Entre las 70 muestras positivas en 63 se identificó sólo un

agente viral mientras que en 7 se encontró más de un virus. Los virus encontrados y su distribución en

muestras positivas fue la siguiente: 44 RV-A,  5 HAstV, 4 HAdV, 5 NV, 1 SV, 5 HEV, 2 HPeV, 12 TTV

y 1 bocavirus humano (HBoV). En las muestras con más de un agente viral (n = 7) las combinaciones

encontradas  fueron:  3  HEV/TTV,  1  NV/TTV,  1  HEV/HAstV/TTV,  1  RV-A/HPeV/TTV  y  1

HEV/SV/HPeV/TTV (Fig. 8). Es importante señalar que con los datos obtenidos con el microarreglo

no es posible determinar si la presencia de un virus está relacionada a la patogenicidad. 

Figura 8. Prevalencia de virus en muestras clínicas. Un grupo de 76 muestras clínicas de niños que presentaron
gastroenteritis fue analizado mediante microarreglo (A) o mediante un panel de 5 PCRs diagnóstico  para los 5
principales virus gastrointestinales (B). Las coinfecciones indican muestras con al menos 2 virus identificados.
Negativo son las muestras donde no se identificaron virus.
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La evaluación  inicial  de  las  muestras  por  rotaforesis  (diagnóstico  de  RV-A),  detectó  34  muestras

positivas. Como se mencionará mas adelante, se utilizó PCR de punto final para confirmar la presencia

de  5  principales  virus  gastrointestinales,  entre  ellos  RV-A.  Encontramos  que  todas  éstas  muestras

identificadas originalmente como positivas para RV-A fueron confirmadas tanto por PCR como por

microarreglo (Fig. 9). Adicionalmente se identificaron 13 muestras positivas de las cuales 3 fueron

identificadas  únicamente  por  PCR  y  5  únicamente  por  microarreglo,  compartiendo  5  positivos

mediante ambos métodos (Fig. 9). 

Figura 9. Identificación de rotavirus A. En un grupo de 76 muestras de gastroenteritis se buscó rotavirus por tres
métodos diferentes. Los métodos fueron visualización del material genético del virus por electroforesis, RT-PCR
y el microarreglo. Se muestra el número de muestras positivas por cada uno de los métodos mencionados y sus
intersecciones.

Para  verificar  los  resultados  del  microarreglo,  se  utilizó  PCR  de  punto  final.  Aunque  solo  se

establecieron protocolos para identificar de forma específica 5 virus considerados de mayor impacto en

humanos: RV-A, CV, HAstV,  HAdV y HEV. Los cebadores para CV, HAdV y HEV están diseñados

para reconocer  su blanco a  nivel  de género.  De forma general  y  descriptiva,  la  PCR arrojó como

resultado  56  muestras  positivas  y  20  muestras  negativas.  Entre  las  muestras  positivas,  40  fueron

infecciones sencillas y en 16 muestras se identificó más de un virus. La distribución total de virus

identificados por PCR fue la siguiente: 42 RV-A, 13 HAdV, 6 CV, 3 HAstV, 9 HEV. Por otra parte, las

combinaciones de virus identificadas fueron: 8 RV-A/HAdV, 5 RV-A/HEV, 1 RV-A/CV, 1 HAstV/HEV

y 1 CV/HAdV/HEV (Fig. 8). 

49



Si se usan los resultados de las PCRs como “estándar de oro”, la comparación con los resultados del

microarreglo a nivel individual es la siguiente. La especificidad en la detección de los 5 grupos de virus

(RV-A, HAdV, CV, HAstV y HEV) mediante microarreglo es adecuada (85-100%), al  igual que la

sensibilidad en detección de RV-A, CV y HAstV (93-100%); sin embargo la sensibilidad  de HAdV y

HEV fue baja (30 y 42%) [Fig. 10]. Analizando las muestras donde el microarreglo no logró detectar

HAdV o HEV, se observó que tales muestras eran positivas por PCR para otro virus, es decir, contenían

coinfecciones. Como se mencionó anteriormente el microarreglo detectó solamente 7 coinfecciones

mientras por PCR se determinaron 16.

Figura 10. Especificidad y sensibilidad del microarreglo. Se utilizó un panel de 5 PCRs (rotavirus A [RV-A],
astrovirus humano [HAstV], adenovirus humano [HAdV], calicivirus [CV] y enterovirus humano [HEV]) para
evaluar un grupo de 76 muestras clínicas. Los resultados se compararon con los obtenidos por el microarreglo.
Se muestras  la  sensibilidad y especificidad del  microarreglo,  comparado con la  prueba de RT-PCR o PCR
correspondiente.

Las coinfecciones  que fueron detectadas por microarreglo pero que no fueron detectadas por PCR

incluyen  virus  que  no  fueron  analizados  por  PCR  (TTV, HPeV)  pero  que  fueron  confirmados

posteriormente mediante la amplificación y secuenciación. Por otro lado, analizando las combinaciones

encontradas por PCR que el microarreglo detectó como infecciones sencillas, se observó que en su

mayoría contenían RV-A (14 de 16). Esta diferencia en la identificación de coinfecciones tuvo como

consecuencia la baja sensibilidad en la detección de segundo virus: HAdV (30%) y HEV (42%).
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Es importante resaltar que el análisis de muestras clínicas nos permitió complementar la validación con

la detección de 6 especies adicionales de virus (Adenovirus humano F [HAdV-F], Adenovirus humano

A [HAdV-A], Parechovirus humano [HPeV], Enterovirus humano B [HEV-B], Enterovirus humano C

[HEV-C] y Torque teno virus [TTV]) de los que no se contaba con una cepa de referencia.

Análisis de coinfecciones

Las discrepancias en número de coinfecciones detectadas entre microarreglo y PCR en las muestras

clínicas y la consecuente baja sensibilidad en la detección de HAdV y HEV, nos condujo a realizar un

análisis más detallado de éstas muestras. Se sabe por estudios previos que, durante la etapa aguda de la

infección, rotavirus puede producir  grandes cantidades de progenie viral.  Debido a esto, decidimos

analizar por PCR en tiempo real las muestras con coinfección que presentaron discrepancias en la

identificación de los virus entre PCR y microarreglo. Los virus analizados fueron RV-A, HAdV, NV,

HAstV y HEV.

Se observó que en 7 de las 8 muestras con la combinación RV-A/HAdV detectada mediante PCR, la

cantidad de rotavirus era superior a la cantidad de adenovirus (Tabla 3). No fue sorprendente por lo

tanto, que en dichas muestras el microarreglo sólo detectó rotavirus. Una situación similar sucedió con

las coinfecciones HAstV/HEV, NV/RV-A y NV/HEV/HAdV donde el virus presente en mayor cantidad

fue el único detectado por microarreglo. Estos resultados nos indicaban que al existir una diferencia

pronunciada en la cantidad de los virus coinfectantes, el microarreglo identificaría sólo al de mayor

presencia. Sin embargo, en la combinación RV-A/HEV observamos que a pesar de que enterovirus

estaba en mayor cantidad el microarreglo identificó RV-A. Esto pudo deberse a la cantidad de sondas

disponibles para cada virus, 42 para rotavirus y 8 para enterovirus. 
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Tabla 3. Cuantificación de ácidos nucélicos virales en muestras con coinfección

RT-PCRa Microarreglob RV-Ac HAdV HEV NV HAstV

RV-Ae RV-A 21.9f

HAdV HAdV 14.7

HEV HEV 23.8
dNV NV 19.6

HAstV HAstV 14.8

RV-A/HAdV RV-A 20.5g 37.6

RV-A/HAdV RV-A 22.5 28.4

RV-A/HAdV RV-A 28.2 41.3

RV-A/HAdV RV-A 28.6 44.5

RV-A/HAdV RV-A 29.1 43.8

RV-A/HAdV RV-A 29.2 43.4

RV-A/HAdV RV-A 30.4 30.6

RV-A/HEV RV-A 29.2 25.4

RV-A/HEV RV-A 29.2 27.3

RV-A/HEV RV-A 29.6 28.5

RV-A/HEV RV-A 30.8 27.8

RV-A/HEV HEV 38.4 28

RV-A/NV NV 30.1 23.6

HAstV/HEV HAstV 28 23.2

NV/HEV/HAdV NV 34.1 28.4 20.7

NTCh 36.4 44.5 33.7 33.7 29.9
a virus identificado por RT-PCR
b virus identificado por microarreglo
c virus determinado por RT-PCR en tiempo real, RV-A (rotavirus A), HAdV (adenovirus humano), HEV (enterovirus 
humano), NV (virus Norwalk), HAstV (astrovirus humano)
d NV se detecta a nivel género como calicivirus
e Muestras con infección sencilla se usaron como control
f Valores de Ct obtenidos por RT-PCR en tiempo real
g el valor más bajo de Ct para cada muestra se indica en negritas
h NTC control sin templado
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Discusión

Las  infecciones  del  tracto  gastrointestinal  son  un  importante  problema  de  salud  tanto  en  países

desarrollados como en países en vías de desarrollo. El conocimiento de los agentes que infectan el

tracto gastrointestinal contribuye a mejorar el manejo de las enfermedades que se pueden derivar de

una infección, desde conocer los datos epidemiológicos hasta la realización de programas de manejo

y/o prevención de enfermedades. 

Uno de los principales problemas en la detección de virus es la cantidad de posibles agentes presentes

en las muestras clínicas versus la cantidad de agentes que permite evaluar cada prueba realizada, que

generalmente es individual. La detección rutinaria de patógenos virales frecuentemente deja 30-50% de

los casos sin un agente identificado  [16],  ya que por lo general no se busca la presencia de virus

considerados secundarios o “raros”. Por otra parte, en años recientes se han identificado nuevos virus

en muestras intestinales [80,94,120,121] de los que no se ha establecido su importancia en la patología

de enfermedades diarreicas, lo que incentiva su estudio. Por lo tanto, para reunir información sobre la

diversidad  y  prevalencia  de  los  virus  encontrados  en  tracto  gastrointestinal  se  requiere  de  las

herramientas de detección adecuadas. En este trabajo se desarrolló un microarreglo para detección de

virus asociados al tracto gastrointestinal que permite en teoría la detección en paralelo de más de 100

virus que se han identificado en el tracto gastrointestinal de vertebrados.

Mediante la revisión de literatura científica donde se reportara la presencia o asociación de un virus al

tracto gastrointestinal obtuvimos una lista de 128 especies de virus. Se incluyeron virus provenientes de

todo  tipo  de  huésped  vertebrado  y  asociados  o  no  a  patogénesis.  Esta  amplitud  permite  usar  el

microarreglo  para  monitoreo de transmisión zoonótica de virus,  y  es  útil  en estudios  de medicina

veterinaria. 

Las secuencias disponibles de todos estos virus fueron recolectadas de la base de datos del NCBI. Se

obtuvieron >300,000 secuencias de virus de interés. Sin embargo, observamos que sólo unos pocos

virus  constituían  más  de  la  mitad  de  las  secuencias  disponibles.  Aunque  era  esperado  encontrar

diferencias en la abundancia de secuencias, debido a la importancia en salud de ciertos virus y/o su uso

como  modelo  experimental,  estas  cifras  muestran  el  gran  sesgo  que  existe  en  la  generación  y

disponibilidad  de  secuencias,  que  a  su  vez  puede  reflejar  la  escasez  de  conocimiento  sobre  la

variabilidad de ciertas especies virales. El acceso y uso de las nuevas tecnologías, como secuenciación
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de nueva generación, ha tenido como consecuencia que la cantidad y disponibilidad de secuencias de

virus en las bases de datos se haya duplicado desde que se usó para el diseño de sondas  (>800,000

secuencias), hasta el momento de redacción de este texto (>1.6 millones de secuencias). Aunque la

disponibilidad  de  secuencias  sigue  siendo  desproporcionalmente  sesgada,  éste  aumento  puede  ser

importante  tanto  para  verificar  el  desempeño  de  las  sondas  que  se  seleccionaron  como  para  la

obtención o actualización de nuevas sondas.

La detección por microarreglo esta basada en la hibridación del material genético del  patógeno con una

sonda fijada a un soporte. Esta característica es de gran utilidad para detectar virus que son fastidiosos

o no cultivables.  Existen diferentes modalidades de microarreglos que varían en sus características

dependiendo del  nivel  de detección para el  que están diseñados.  Las  sondas,  el  procesamiento  de

muestras y el análisis de datos son características que se modifican para las necesidades del estudio.

Los microarreglos de detección mediante re-secuenciación permiten la identificación de mutaciones en

la secuencia del agente analizado, pero requieren de una gran cantidad de sondas para un solo agente

[83,122], lo que puede aumentar el costo de producción y la complejidad del análisis de datos. Los

microarreglos de detección mediante subtipificación son usados en estudios epidemiológicos y utilizan

generalmente  menos  sondas  y  de  longitud  corta  (~20nt)  pero  se  desarrollan  principalmente  para

estudiar sólo una especie  [57,68,75]. Por otra parte los microarreglos usados para descubrir nuevos

virus requieren de una gran cantidad de sondas con poca especificidad y el análisis de datos se vuelve

complejo [123].

La mayoría de los microarreglos reportados para detección de los principales virus entéricos humanos

lo  hacen  mediante  la  subtipificación  del  virus  [57,58,67,68,75–77,124–127].  Esto  implica  que

comparten características en diseño como: detección de un solo agente, usan sondas cortas (~20 nt) y la

muestra se amplifica mediante PCR dirigido al virus de interés. 

En  nuestro  trabajo  buscamos  identificar  una  gran  cantidad  de  especies  de  virus.  Las  sondas  que

utilizamos  para  reconocimiento  especie-específico  son  de  70  nucleótidos  de  longitud  (70mero)  y

provienen de la fragmentación de genomas representativos de cada virus. Entre las ventajas de usar

70meros se ha reportado que producen más señal en comparación con sondas de longitudes más cortas

(20-30nt) o más largas (100 nt  o amplicones de PCR)  [114,128,129].   Las sondas más largas son

capaces de hibridar con secuencias que presentan cierto grado de variabilidad y pueden presentar mejor

sensibilidad que sondas más pequeñas [116,130]. 
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Para  determinar  los  criterios  de  selección  óptimos  para  nuestro  proyecto,  se  realizaron  diversas

pruebas. El análisis de la hibridación de 70meros con secuencias de diferente grado de identidad (desde

0 a 20 mismatches) nos permitió establecer el alcance y rango de desempeño de los 70meros. Además,

se  determinó  que  el  valor  termodinámico  de  ΔG representaba  el  mejor  parámetro  para  evaluar  el

desempeño experimental de las sondas. En otros trabajos se ha sugerido que la ΔG debe ser uno de los

criterios primarios de selección [114,131]. 

Con  estos  resultados  y  el  análisis  descriptivo  de  las  secuencias  que  nos  interesaba  detectar,  se

establecieron filtros (identidades y ΔG) que nos permitieron obtener el mejor rendimiento de las sondas

manteniendo su especificidad a nivel de especie. Seleccionamos un límite de mínimo 60/70 identidades

(85%) para definir el reconocimiento de una secuencia blanco y de máximo 50/70 identidades (70%)

para las secuencias no-blanco que podrían hibridar (Fig.  1).  Se ha reportado que un porcentaje de

identidad mayor a 75% puede causar hibridación cruzada [114–117]. De la misma forma se definió un

valor  mínimo de  ΔG < -70kcal/mol  para  las  secuencias  blanco  y  máximo ΔG >-40kcal/mol  para

secuencias no-blanco. La ventana establecida entre lo que se debe y lo que no se debe reconocer por

identidad y por ΔG nos proporciona un espacio de confianza para la detección específica [114,128].

Durante  el  análisis  de  los  criterios  de  selección,  también  se  evaluaron  oligonucleótidos  de  otros

tamaños  (60  y  50meros).  El  uso  de  éstas  longitudes  de  oligonucleótidos  para  detección  especie-

específica de virus también es factible. Inclusive se pueden usar ambas longitudes en un microarreglo

para  detectar  niveles  taxonómicos  diferentes  como  género  y  especie  (cuando  los  virus  de  interés

presentan regiones conservadas a estos niveles),  como lo han demostrado otros trabajos  [132]. Sin

embargo, debido a su menor tamaño y por lo tanto menor “soporte” de malos apareamientos, para usar

60meros  o  50meros  en  nuestro  proyecto  se  necesitaría  una  mayor  cantidad  de  sondas  para  poder

detectar las variantes existentes en una especie. Aumentar la cantidad de sondas en el arreglo no era una

limitante  ya que la  tecnología usada  para  la  producción de microarreglos  en  este  trabajo permitía

imprimir arreglos de hasta 250,00 puntos (ahora es 1 millón; www.agilent.com). 

La  validación del  microarreglo  fue  realizada  con 10 especies  de  virus  de  referencia.  Aunque esta

cantidad representa un pequeño porcentaje (8%) del rango total de detección teórica, las cepas usadas

incluyen los principales virus gastrointestinales humanos y además algunos virus de origen no-humano.

Adicionalmente, mediante el uso de muestras clínicas se logró identificar otras especies de virus de las

que no contábamos con una cepa de referencia (HAdV-F y HAdV-A, HBoV, HPeV, HEVB, HEVC,
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TTV). Este resultado refuerza la probabilidad de que las sondas para los demás virus, que no pudimos

validar, sean capaces de identificar su blanco. Sin embargo, es recomendable que la validación se lleve

a cabo con una referencia o una muestra bien caracterizada. Así mismo, la correcta detección de 4

cepas  de  rotavirus  de  diferente  origen  sugiere  que  el  microarreglo  puede  reconocer  diferentes

variaciones de un mismo virus. Este resultado se complementa con los ensayos de hibridación in silico

de las sondas de rotavirus, donde observamos que es muy probable que se puedan detectar diferentes

cepas conocidas de rotavirus A. 

Además  de  validar  las  sondas  específicas  identificamos  algunas  sondas  con  comportamiento  no-

específico. No es clara la razón por la cual este grupo de sondas muestra reactividad no-especifica, ya

que  no mostró  una  sola  característica  en  común,  sino  características  particulares  entre  las  que  se

determinó el alto contenido de GC y la presencia de regiones de baja complejidad. Otros motivos sobre

mal desempeño que se han identificado y analizado en el uso de sondas “largas” son la presencia de

estructuras secundarias y la accesibilidad de hibridación de la sonda [133,134]. Sin embargo, las fallas

derivadas  se  reflejan  como  señal  no-específica  cuando  la  sonda  es  el  elemento  que  contiene  el

fluoróforo o cuando se usan técnicas enzimáticas para la obtención de señal  [76,125], características

que no presenta nuestra plataforma. En nuestro caso, se esperaba que los filtros establecidos en la

estrategia  de  selección  eliminaran  este  tipo  de  sondas,  ya  que  producirían  alineamientos  con  alta

probabilidad  de  ser  no-específicos  (e-value)  o  con  probable  hibridación  experimental  (ΔG)  no

específica. Otra razón por la que no se limitó el contenido de GC en el proceso de selección, es el

porcentaje de GC tan variable entre los virus de interés (28-71%). Sin embargo, los resultados sugieren

que es necesario establecer límites a estos dos parámetros.  El límite al  contenido de GC se puede

aplicar desde la fragmentación de secuencias mientras que la presencia de baja complejidad se puede

filtrar en los parámetros del BLAST. Las sondas con reactividad no específica fueron descartadas de

análisis posteriores.

Una  característica  importante  a  determinar  en  una  prueba  es  el  límite  de  detección,  que  en  el

microarreglo  fue  1x10-3 partículas.  Obtuvimos  resultados  similares  con  virus  de  diferente  tipo  de

genoma, astrovirus humano (ssRNA+), adenovirus humano C (dsDNA) y rotavirus A (dsRNA). Esto

nos indica que los  diferentes tipos de genoma no son factores que limiten la  detección,  al  menos

individualmente.  Estos  resultados  correlacionan  con  el  límite  de  detección  reportado  en  otros

microarreglos  independientemente  del  tipo  de  genoma del  virus  estudiado  [81,124,126].  Como se

mencionó anteriormente, la mayoría de los microarreglos de detección usan la PCR para amplificar la
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muestra.  Por  lo  tanto,  el  límite  de  detección  de   los   microarreglos  es  similar  al  de  la  PCR  y

generalmente es mejor que los métodos de diagnóstico clásico [82,135].  

Posterior a la validación del microarreglo con virus de referencia se analizó  un pequeño grupo (n=76)

de  muestras  clínicas.  El  porcentaje  de  muestras  positivas  obtenido  fue  alto  (92%  de  muestras

identificadas) en comparación con estudios donde se analizan varios virus usando métodos alternativos

como  PCR  monoplex  (<35%)  [136,137],  PCR  multiplex  (23-57%)   [20,22,24],  e  inclusive  PCR

multiplex  de  virus  y  bacterias  (57%)  [138].  Aunque  no  hubo  un  proceso  de  pre-selección  de  las

muestras,  el  alto  porcentaje  de  muestras  positivas  puede  estar  influenciado  por  la  temporada  de

recolección de las muestras (invierno), la cual es reconocida por la alta prevalencia de gastroenteritis

viral  en niños  [17]. Es importante mencionar que no podemos descartar que alguna muestra posea

algún  otro  agente  infeccioso.  Aparte  de  la  metodología,  otros  factores  que  pueden  influir  en  el

porcentaje de detección son los grupos de edad estudiados y las fluctuaciones estacionales. 

A pesar del pequeño grupo de muestras analizado, la predominancia de rotavirus como el principal

agente  correlaciona  con  los  reportes  de  otros  países  [139] y  de  México  [140,141].  También

correlacionan en el  orden de prevalencia los calicivirus y astrovirus humanos  [66,73,142–144].  La

prevalencia de otros virus como los adenovirus humanos no es clara en México debido a la escasez de

información [144].

Es de interés resaltar que se identificaron algunas muestras con virus que comúnmente no se buscan,

principalmente por ser considerados virus secundarios: HPeV que ha sido asociado previamente con

gastroenteritis [84] y dos virus cuya significancia patogénica gastroentérica no es clara: HBoV y TTV

[145,146].  También  encontramos  Adenovirus  humano  A,  una  especie  de  adenovirus  que  es  poco

frecuente  encontrar  en  tracto  gastrointestinal  [79,80] ya  que  adenovirus  humano  F  es  la  especie

comúnmente encontrada. Sobre estos virus se tiene poca información epidemiológica y su presencia en

México es un incentivo para estudiarlos con mayor detalle. 

Para  corroborar  y  comparar  los  resultados  obtenidos  por  el  microarreglo,  analizamos  en  muestras

clínicas la presencia de 5 principales especies virales asociadas a gastroenteritis (RV-A, HAdV, CV,

HAstV, HEV) mediante  RT-PCR diagnóstico  con el  set  de oligonucleótidos  previamente  descritos.

Usando estas pruebas pudimos  evaluar el desempeño del microarreglo a nivel individual en 5 grupos

de virus.  Observamos que la  especificidad del  microarreglo  es  buena (85-100%) entre  los  virus  5

evaluados pero, mientras que el microarreglo tuvo una alta sensibilidad en la detección de 3 virus (RV-
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A, CV y HAstV), presentó una baja sensibilidad en la detección de un par de virus: HAdV 30% y HEV

42%. Una posible razón es que  las muestras clínicas donde se detectaron HAdV y HEV contenían

además  otro  virus,  es  decir  presentaban  coinfecciones.  En  otros  trabajos  de  microarreglos   la

especificidad reportada es similar (>90%) pero la sensibilidad es superior (>83%) [57,75,81,126,147].

La diferencia en la sensibilidad con otros microarreglos puede deberse a que están enfocados a detectar

un  solo  agente  y  para  esto  utilizan  amplificación  dirigida,  mientras  que  nosotros  utilizamos

amplificación al azar. Por lo tanto, al amplificar directamente un virus, dejan de lado la posibilidad de

detectar coinfecciones.

En el conjunto de los resultados del microarreglo y la PCR de las muestras clínicas, se observa que de

las 11 especies diferentes de virus identificadas, la mayoría  (9 especies) estuvieron presentes en por lo

menos  1  coinfección.  Los  dos  virus  que  no  tuvieron  parte  en  una  coinfección  fueron  adenovirus

humano A y enterovirus humano C, probablemente porque sólo 1 muestra fue positiva para cada uno de

estos virus. Ésta es una observación muy interesante ya que nos sugiere que hay una gran circulación

de diferentes virus, posiblemente dando lugar a más infecciones mixtas de lo esperado. 

Las  coinfecciones  que  encontramos  en  mayor  número  son  RV/HAdV  (n=8)  y  RV/HEV  (n=5).

Previamente se ha reportado que la coinfección RV/NV es la más común [148] aunque también se ha

registrado que es muy común encontrar HAdV en coinfección con RV [148,149]. Los datos dependen

en parte de la cantidad y tipo de virus buscados en cada estudio, que generalmente se limita al grupo

principal de virus. Con el aumento en el número de virus conocidos, en años recientes esta estrategia de

búsqueda ha ido cambiando. En el caso de los virus respiratorios se ha comentado inclusive que es

difícil  publicar  un estudio epidemiológico sin realizar la  búsqueda de todos los virus conocidos al

momento del estudio [145]. En este sentido el microarreglo como herramienta de detección presenta la

ventaja de evaluar en un ensayo muchos virus que pueden ser de diferente grado de interés, tanto virus

principales como virus secundarios o raros.

Realizar la búsqueda de virus secundarios o raros y contar con las herramientas para su detección es

importante porque: 1) No se sabe si en una coinfección la presencia de otro virus afecta la patogénesis

del virus típico; 2) Los programas de vacunación contra Rotavirus que es considerado el  principal

agente, podrían dar paso a la prevalencia de algún otro virus; y 3) De igual forma, la efectividad de los

programas de vacunación podría verse afectada (disminución de efectividad) por la presencia de otro

virus. 
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El  punto  2  es  una  excelente  oportunidad  para  implementar  el  uso  de  un  microarreglo  de  amplio

espectro,  para  identificar  los  virus  que  se  están  introduciendo  o  emergiendo  después  de  combatir

rotavirus  [60].  Respecto al  primer punto,  se ha reportado que la  presencia de coinfecciones virus-

bacteria esta relacionado a la severidad de la enfermedad [150], sin embargo las coinfecciones virus-

virus gastrointestinales requieren de mayor estudio [148].

En las combinaciones de virus detectadas por microarreglo es interesante resaltar que todas contienen

TTV,  un virus de alta prevalencia en adultos y que no se ha determinado como patogénico, pero se ha

visto que su título puede aumentar en presencia de algunas enfermedades [146]. En general, el TTV fue

detectado en hibridaciones con poca señal que podría relacionarse a la cantidad del material genético en

la  muestra.  Dos  virus  (HPeV  y  SV)  reconocidos  como  patogénicos,  sólo  se  encontraron  en

coinfecciones, aunque esto es probablemente resultado del pequeño grupo de muestras analizadas (76

muestras clínicas) y bajo nivel de muestras positivas para estos virus (2 y 1 respectivamente). SV forma

parte de la familia Caliciviridae donde el agente principal es el virus Norwalk. 

Como  se  mencionó  previamente,  se  encontraron  algunas  diferencias  en  la  identificación  de  virus

presentes en coinfecciones. A través de los resultados de PCR cuantitativo de los virus involucrados en

las  coinfecciones  observamos que,  en la  mayoría  de los  casos el  virus  detectado por microarreglo

correspondía al de mayor presencia en la muestra, posiblemente 'opacando' segundo virus.

Estos resultados se pueden analizar desde dos perspectivas: la muestra y la metodología. Debido a que

la muestra representa un punto único en el desarrollo de la infección, no es posible establecer en qué

etapa de la infección se encuentra cada virus o cuál infecto primero. Por lo tanto con las muestras

clínicas  usadas  en este  trabajo  sólo podemos conocer  la  presencia (por  microarreglo  y PCR) y la

cantidad de virus (por qPCR). Para conocer detalladamente el desempeño del microarreglo en muestras

con coinfección tendríamos que hacer combinaciones graduales de dos virus con título conocido. 

Desde punto de vista metodológico, la dificultad para detectar coinfecciones reside principalmente en

la  etapa  de  amplificación  de  la  muestra.  Para  detectar  una  gran  variedad  de  virus  utilizamos

amplificación aleatoria a diferencia de otros trabajos que utilizan amplificación dirigida. Entonces cada

fragmento presente en la muestra tiene en teoría la misma probabilidad de ser amplificado. Pero, si la

cantidad de material  genético viral  es baja  en comparación con el  material  contaminante (p ej  del

huésped) la sensibilidad puede disminuir, como se observó en la disminución del límite de detección al

agregar un exceso de DNA celular. Una situación similar puede ocurrir si la muestra contiene dos o más
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virus  en  cantidades  desproporcionadas.  El  virus  más  abundante  puede  acaparar  los  reactivos

disminuyendo  la  amplificación  del  segundo  virus.  Si  la  diferencia  en  cantidades  es  excesiva,  la

amplificación del segundo virus puede ser nula. En otros estudios se ha observado que la amplificación

con cebadores semialeatorios (porción aleatoria + porción conocida) puede provocar una amplificación

preferencial de ciertas regiones del genoma [151]. Para resolver este problema, en el trabajo de Lee y

colaboradores [152], se diseñaron cebadores semialeatorios con base en las secuencias que deben ser

amplificadas. En nuestro trabajo para detectar cada virus se seleccionaron sondas de más de una región

del genoma, por lo tanto si existiera amplificación preferencial probablemente resultaría en la detección

de sondas sólo de una región. Nuestros resultados sugieren que no hay amplificación preferencial con

nuestro protocolo, ya que en las hibridaciones con rotavirus A obtenemos señal positiva en sondas que

representan 3 diferentes segmentos del genoma. 

Existen otras herramientas que se han desarrollado o están en proceso de desarrollo para su adaptación

al diagnóstico de virus. Por un lado en la detección de ácidos nucléicos están la PCR multiplex, la PCR

digital [153] y la secuenciación de última generación (NGS) y por otra parte la espectrometría de masas

[154] en la detección por proteómica. De éstas herramientas sólo se discutirán la PCR múltiple y la

NGS. 

La PCR múltiple se ha desarrollado para buscar distintos virus de interés en un mismo ensayo de

amplificación usando varios pares de cebadores, sin embargo la cantidad de cebadores a combinar en

una reacción, es limitada. Para aumentar el número de organismos analizados, se pueden organizar en 2

o más juegos de cebadores, de forma que no obstaculicen o afecten la amplificación. De esta forma se

han desarrollado kits comerciales que evalúan hasta 17 patógenos, pero de éstos sólo 4 o 5 son agentes

virales por lo que varios virus son descartados [138]. En un enfoque interesante, Svraka  (2010) [19] y

colaboradores desarrollan un ensayo multiplex para 6 virus, repartidos en 3 grupos de cebadores. En

este trabajo se propone el uso del 1er grupo de cebadores para análisis rutinario; se incluye el 2do grupo

cuando el  análisis  es  con fines  epidemiológico y se  incorpora el  3er grupo cuando el  análisis  está

destinado para los virus “raros”. De esta forma se optimiza el uso de los reactivos dependiendo del

objetivo  buscado.  La  desventaja  de  los  ensayos  PCR  multiplex  es  la  pérdida  de  sensibilidad  en

comparación al PCR monoplex [20,22].

Por su parte, el uso de secuenciación de última generación (NGS), permite obtener un panorama muy

detallado del material genético contenido en la muestra. De esta forma se han encontrado virus en
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nuevos huéspedes, nuevas variantes de virus y hasta especies virales nuevas [92,94,121]. La posibilidad

de obtener secuencias de virus no buscados o virus no conocidos ha promovido que la NGS se piense

usar como prueba de diagnostico. Pero existen tres inconvenientes, el costo, el análisis de los datos y la

determinación de positivos. En cuanto a los costos, se espera que disminuyan lo suficiente conforme la

tecnología de producción mejore. Por otra parte, debido a la cantidad y complejidad de los resultados

obtenidos,  el  análisis  además  de  ser  complejo,  requiere  de  poder  computacional  a  veces  no  tan

accesible, por lo tanto algunos grupos han buscado automatizar y reducir el tiempo de análisis  [155].

Por  último,  la  sensibilidad  en  la  obtención  de  información  es  tanta  que  es  difícil  establecer  la

interpretación de presencia o causalidad cuando se obtienen 1 o 2 'lecturas' de un virus  [156]. Por el

momento la NGS representa una alternativa en aquellos casos donde se han descartado las opciones

disponibles y/o se requiere de un mayor conocimiento del contenido de la muestra.

La amplitud del microarreglo desarrollado en este trabajo permite en teoría detectar más de 100 virus.

El amplio espectro de este microarreglo no es estrictamente fijo. Una ventaja de los microarreglos es

que la plataforma permite tanto expandirse como reducirse dependiendo de los objetivos del estudio. Si

el interés se enfoca en un  espectro pequeño de virus (e.g. 20 especies), se puede obtener el subset de

sondas correspondiente y producir arreglos más pequeños. Esto permitiría incluir una mayor cantidad

de arreglos en una laminilla y por lo tanto analizar más muestras en un solo ensayo. Por otra parte una

modificación que se puede hacer para aumentar el espectro de detección es incluir sondas para detectar

bacterias o parásitos, tomando en cuenta que la estrategia de obtención de sondas requiere adaptaciones

para las características de cada grupo de patógenos [157–159].

El acercamiento entre el laboratorio de investigación y el laboratorio clínico puede ser de gran utilidad

para enfocar la adaptación del microarreglo a las necesidades de un estudio. Aunque los microarreglos

para detección de virus han sido útiles en casos de infecciones graves como las del sistema nervioso

central [160] donde además la cantidad de muestra disponible es muy limitada, se ha sugerido que el

uso de los microarreglos en los laboratorios de diagnóstico puede ser a tres niveles, (1) después de las

pruebas  de  detección  rápida  de  antígenos  y  los  ensayos  PCR  monoplex,  especialmente  en  casos

particulares  de  infecciones  severas  que  requieren  hospitalización;  (2)  después  de  la  primer  prueba

rutinaria  como método de  confirmación y ampliación  de  la  información;  y  (3)  como parte  de  los

estudios epidemiológicos que llevan a cabo los centros de referencia [161].
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El desarrollo de una herramienta de diagnóstico está sujeto a mejorías y en esta etapa del proyecto

nuestro  enfoque  de  detección  funcionó  y  aunque  experimentamos  algunas  dificultades,  existen

propuestas  para  resolverlas.  La  realización  de  este  microarreglo  no  solo  implica  la  adaptación  de

tecnología  para  uso  experimental  y/o  diagnóstico,  sino  que  además  nos  presentó  evidencia  de  la

presencia de otras especies de virus en circulación en México (HPeV, HBoV, TTV) de los cuales no se

tienen datos y que presentan oportunidades para un mejor estudio y conocimiento de las gastroenteritis

virales en México.
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Conclusión

En  este  trabajo  se  realizó  el  desarrollo  y  validación  de  un  microarreglo  para  detección  de  virus

asociados al tracto gastrointestinal. Al definir las especies de virus de interés se encontró una gran

diversidad de virus asociados al tracto gastrointestinal. Sin embargo, al generar las bases de datos de

secuencias, se observó que existe una gran diferencia entre las secuencias disponibles para cada virus.

La estrategia de selección de sondas basada en parámetros termodinámicos permitió  establecer los

filtros adecuados para el  diseño de sondas especie-específicas  de 70 nucleótidos,  de esta  forma se

obtuvieron 1256 sondas para detección de 128 especies de virus de interés. Posterior a la producción de

los microarreglos, se logró validar el correcto funcionamiento de la plataforma mediante el análisis de

10 virus de referencia y 6 virus más en muestras clínicas. Se estableció el  límite de detección del

microarreglo en 10e3 partículas virales y no se vio afectado por el tipo de genoma que posea el virus

analizado, y la adición de un exceso de material genético celular provocó la disminución del límite en

un logaritmo. Se logró la correcta detección de infecciones sencillas en muestras clínicas de niños que

presentaban gastroenteritis, mientras que se encontraron dificultades en la detección de coinfecciones.

La resolución de las limitantes en la detección de coinfecciones requiere de otros análisis. Cada etapa

de desarrollo del microarreglo puede ser ajustada o trasladada a otras aplicaciones,  por ejemplo la

estrategia de selección puede ser aplicada a virus asociados a otros padecimientos o bien las sondas

obtenidas pueden utilizarse en otro tipo de plataformas de detección en paralelo que permiten mayor

automatización.  Asimismo,  puede  realizarse  el  diseño  de  sondas  para  otros  grupos  de  patógenos

involucrados en gastroenteritis,  como las bacterias. La aplicación del microarreglo de detección de

virus será de gran utilidad para analizar y evaluar la  presencia y dinámica de los agentes   virales

asociados a gastroenteritis a nivel poblacional.
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Perspectivas

● Mantenimiento de base de datos. Obtener las nuevas secuencias de virus de  la base de datos pública

y curar nuestra base de secuencias para tener una mejor representación de la variabilidad de virus.

● Actualización de sondas. Como consecuencia del mantenimiento de la base de secuencias de virus,

se debe evaluar el desempeño de las sondas ya seleccionadas, para determinar si es necesaria su

sustitución o modificación.

● Selección de sondas a otros niveles taxonómicos. Dado que la estrategia de selección de sondas

resulto  exitosa,  se  podrían  realizar  los  ajustes  necesarios  para  diseñar  sondas  que  reconozcan

secuencias en otro nivel diferente al de especie, como géneros (nivel superior) o subtipos (nivel

inferior).

● Evaluación  de  niveles  de  detección  en  coinfecciones.  Tomando  en  cuenta  los  factores  de  una

coinfección como: el número de virus involucrados, características del genoma y la abundancia de

cada  agente  en  la  muestra,  se  pueden  planificar  diferentes  ensayos  para  determinar  el

comportamiento y los limites de detección en coinfecciones.

● Analizar muestras de diferente origen. Hasta el momento el microarreglo solo ha sido probado con

muestras clínicas de niños menores de 5 años que presentaban gastroenteritis en periodo invernal.

Podrían  usarse  muestras  de  otro  grupo  de  edad,  otras  estaciones  del  año  o  de  otras  especies

animales.
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DNA Microarray for Detection of Gastrointestinal Viruses
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Gastroenteritis is a clinical illness of humans and other animals that is characterized by vomiting and diarrhea and caused by a
variety of pathogens, including viruses. An increasing number of viral species have been associated with gastroenteritis or have
been found in stool samples as new molecular tools have been developed. In this work, a DNA microarray capable in theory of
parallel detection of more than 100 viral species was developed and tested. Initial validation was done with 10 different virus spe-
cies, and an additional 5 species were validated using clinical samples. Detection limits of 1 � 103 virus particles of Human ade-
novirus C (HAdV), Human astrovirus (HAstV), and group A Rotavirus (RV-A) were established. Furthermore, when exogenous
RNA was added, the limit for RV-A detection decreased by one log. In a small group of clinical samples from children with gas-
troenteritis (n � 76), the microarray detected at least one viral species in 92% of the samples. Single infection was identified in 63
samples (83%), and coinfection with more than one virus was identified in 7 samples (9%). The most abundant virus species
were RV-A (58%), followed by Anellovirus (15.8%), HAstV (6.6%), HAdV (5.3%), Norwalk virus (6.6%), Human enterovirus
(HEV) (9.2%), Human parechovirus (1.3%), Sapporo virus (1.3%), and Human bocavirus (1.3%). To further test the specificity
and sensitivity of the microarray, the results were verified by reverse transcription-PCR (RT-PCR) detection of 5 gastrointestinal
viruses. The RT-PCR assay detected a virus in 59 samples (78%). The microarray showed good performance for detection of
RV-A, HAstV, and calicivirus, while the sensitivity for HAdV and HEV was low. Furthermore, some discrepancies in detection of
mixed infections were observed and were addressed by reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) of the viruses in-
volved. It was observed that differences in the amount of genetic material favored the detection of the most abundant virus. The
microarray described in this work should help in understanding the etiology of gastroenteritis in humans and animals.

Gastroenteritis stands among the five principal causes of mor-
tality by disease and morbidity at all ages worldwide. The

most affected population is children under 5 years of age, where it
accounts for the second cause of postneonatal death, with approx-
imately 2.6 million deceased per year (1). Although the majority of
deaths occur in developing countries, diarrheal disease is among
the most common causes of illness worldwide, with approxi-
mately 4,620 million episodes annually (1). Besides humans, all
vertebrate species suffer from enteric diseases. Infections in farm
animals can lead to large economic losses, while household pets,
such as dogs and cats, are also affected. On the other hand, wild
animals, such as deer, monkeys, bats, foxes, wolves, and boars,
among others, can act as potential reservoirs for pathogens (2).
Gastrointestinal (GI) infections are caused by a variety of patho-
gens, including parasites, bacteria, and viruses. The characteriza-
tion of pathogens causing GI infections of viral etiology has led to
the establishment of a main group of pathogens (Rotavirus A
[RV-A], Norwalk virus [NV], Human astrovirus [HAstV], and Hu-
man adenovirus F [HAdV-F]) (3) for which specific diagnostic
tests were developed (4). Tests for secondary or rare viruses are
available but are usually restricted to experimental use. Routine
diagnostic methods for viral gastroenteritis are nowadays based
on the detection of virus components by immunoassays or by
molecular methods (5, 6, 7, 8), with the majority of these tests
designed to evaluate only a single pathogen at a time.

The use of two or more specific primer sets (multiplexing) in
PCR allows the amplification of several targets in one test. Al-
though multiplex tests are available for diverse viruses (9, 10, 11,

12, 13), facilitating rapid and sensitive detection of the main GI
disease agents, these assays are still limited in the number of vi-
ruses detected, and the results can be affected by mutations at
primer binding sites. On the other hand, DNA microarrays repre-
sent an alternative to detect hundreds to thousands of potential
pathogens in a single assay. Microarray detection is based on solid-
phase hybridization, in which specific probes are deposited on a
surface and react with a mixture of labeled nucleic acids. So far,
different microarrays have been developed to detect causative in-
fectious agents associated with a number of diseases: respiratory
(14, 15, 16), hemorrhagic (17), blood borne (18, 19), and central
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nervous system (20) syndromes. Other broad microarrays have
been developed for virus discovery (21); however, a diagnostic
microarray specific for viruses found in the GI tract is lacking.
Given the recent rise in the number of new viral species (22, 23, 24,
25, 26), diagnostic DNA microarrays represent a possibility for
testing their clinical importance and impact on human and ani-
mal health.

In this work, the development and validation of a DNA mi-
croarray designed to detect in principle more than 100 viral spe-
cies associated with the GI tract in vertebrates is presented. This
microarray was successfully used to identify viruses in a small set
of gastroenteritis clinical samples.

MATERIALS AND METHODS
Cells, viruses, and clinical samples. Viruses were either present in our
laboratory or kindly provided by different partner laboratories (Table 1).
Clinical samples from children presenting gastroenteritis during the win-
ter season from 2004 to 2005 were obtained in Monterrey, Mexico, with
the written consent of a parent or guardian. Analysis of human clinical
samples was approved by the Bioethics Committee of the Instituto de
Biotecnologia. The initial screening of samples for RV-A was performed
in Monterrey by silver staining of RV-A segmented double-stranded
RNAs separated by SDS-PAGE. No previous screening for bacterial or
parasitic agents was performed on the group of samples. Triple-layered
particles of RV-A strain RRV were purified with a cesium chloride density
gradient as described previously (27).

Microarray probe design. All virus species that have been either asso-
ciated with gastroenteritis or found in the gastrointestinal tract were iden-
tified by an extensive review of published literature and selected to be
included in microarray. All available full-length genomes or complete
gene sequences of the selected virus species were obtained from GenBank
(up to February 2009), and the proper databases were created. For each
virus species, sequence redundancy was eliminated according to sequence

similarity with cutoff values of 95 to 99% using CD-HIT software (28).
One sequence for each species was selected as a source for probe produc-
tion and was processed as described previously (29). Specifically, se-
quences were consecutively split into 70-mers with a shifting window of 3
nucleotides, with each 70-mer corresponding to a potential probe. The
70-mer-length probes have sufficient size to allow for stringent hybridiza-
tion conditions while allowing for a certain degree of mismatches, but
they are small enough to maintain species specificity (30, 31, 32). Target
probes were selected to be included in the microarray by analysis of
BLAST results and calculation of hybridization thermodynamics (�G)
calculated by the nearest-neighbor method (33). For the probe to be con-
sidered a good candidate for the microarray, the �G was required to be at
least �70 kcal/mol for homologous sequences and higher than �40 kcal/
mol for heterologous sequences. A minimum of 6 nonoverlapping probes
from conserved regions in virus genomes were selected for each virus, and
each available genome sequence in the target database for given species
was recognized by at least two probes. When necessary, due to variability
within a species, two or more source sequences were chosen and each
single sequence was processed as described above.

Microarray probe in silico analysis. The hybridization thermody-
namics of RV-A selected probes were evaluated in silico with VP1, VP2,
and NSP5 segments of RV-A strains representing all full-genome G and P
genotypes available. The hybridization �G (kcal/mol) between probe and
target was calculated by the nearest-neighbor method. The best probe-
target �G was plotted in a heat map using R. Detection of a target is when
the �G is ��50 kcal/mol.

Microarray production. Selected 70-mer probes were synthesized by
Illumina Oligator (Illumina Inc., CA, USA). Oligonucleotides were resus-
pended to 400 pmol in 3� SSC buffer (0.45 M NaCl, 45 mM sodium
citrate, pH 7.0) and spotted onto epoxide-coated glass slides in the Mi-
croarray Facility of the Prostate Centre at Vancouver General Hospital,
Vancouver, British Columbia, Canada. Each spot contained one specific
probe to detect one virus species and 4 pmol of spike70 (a 70-mer without
a known biological complementary sequence) (34), used to precisely
identify probe spot locations on the microarray. Slides were maintained in
a humidity-free chamber until their use.

Nucleic acid extraction, amplification, and labeling. Genetic mate-
rial from virus lysates (cell culture supernatants from reference strains)
was extracted with the PureLink viral RNA/DNA kit according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, USA). For clinical samples and
Norwalk and Sapporo virus positive controls, 100 �g of stool was added to
conical screw-cap tubes containing 100 mg of 150- to 212-�m glass beads
(Sigma, USA), chloroform (100 �l), and phosphate-buffered saline (PBS)
up to 1 ml. Samples were homogenized in a bead beater (Biospec Prod-
ucts, USA). After 10 min of centrifugation at 2,000 � g, supernatants were
recovered and filtered in Spin-X 22-�m-pore filters (Costar, NY) at
5,000 � g for 10 to 20 min. Filtered samples were treated with Turbo
DNase (Ambion, USA) and RNase (Sigma, USA) for 30 min at 37°C and
immediately chilled on ice. Nucleic acids were then extracted from 200 �l
using the PureLink viral RNA/DNA kit according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen, USA). Nucleic acids from virus lysates or clinical
samples were eluted in nuclease-free water, aliquoted, quantified in Nano-
Drop ND-1000 (NanoDrop Technologies, DE), and stored at �70°C until
further use.

Sample processing and random amplification of nucleic acids were
performed essentially as described previously (21, 35, 36). Briefly, reverse
transcription was done using SuperScript III reverse transcriptase (Invit-
rogen, USA) and primer A (5=-GTTTCCCAGTAGGTCTCN9-3=). The
cDNA strand was generated by two rounds of synthesis with Sequenase 2.0
(USB, USA). The obtained cDNA was then amplified with KlenTaq poly-
merase (Sigma, USA) or Taq polymerase (New England BioLabs, USA)
using primer B (5=-GTTTCCCAGTAGGTCTC-3=) by 30 cycles of the
following program: 30 s at 94°C, 1 min at 50°C, and 1 min at 72°C. As a last
step, the nucleotide analogue aminoallyl-dUTP (TriLink, USA) in a 7:3
ratio with dTTP was incorporated during an additional 20 cycles of PCR

TABLE 1 Reference virus species used in microarray validation

Family Genus Species Straina

No. of
positive
probes/
totalb

Astroviridae Mammastrovirus Human astrovirus Yuc8 4/4
Adenoviridae Mastadenovirus Human adenovirus C Adv5 10/13
Caliciviridae Vesivirus Feline calicivirus F9 14/22

Norovirus Norwalk virusc 8/12
Sapovirus Sapporo virusc 5/14

Flaviviridae Pestivirus Bovine viral diarrhea
virus 1

NADL 6/6

Flavivirus Dengue virus 4 9/9

Paramyxoviridae Respirovirus Bovine parainfluenza
virus 3

SF-4 9/9

Reoviridae Rotavirus Rotavirus A RRV 22/42
TFR-41 14/42
UK 19/42
Wa 21/42

Orthoreovirus Mammalian
orthoreovirus

T1L 11/25
T3D 19/25

a Reference strains were provided by Ramon Gonzalez, FC-UAEM (human adenovirus
C), Lorena Gutierrez, CINVESTAV-IPN (feline calicivirus, Norwalk virus, and Sapporo
virus), Rosa E. Sarmiento, FMVZ-UNAM (bovine viral diarrhea virus 1 and bovine
parainfluenza virus 3), Rosa María Del Angel, CINVESTAV-IPN (dengue virus 4), and
Terrence S. Dermody, Vanderbilt University School of Medicine (mammalian
orthoreovirus).
b Number of oligonucleotide probes which recognized virus/total number of
oligonucleotide probes designed to bind viral species.
c Clinical reference samples.
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using the same conditions described above and 5 �l of product from the
previous PCR as starting material. The amplified products were purified
with the DNA Clean & Concentrator-5 kit (Zymo Research, USA). Cou-
pling reactions of sample DNA with Cy3 and probe 70 (70-mer comple-
mentary to spike 70) with Cy5 dyes (GE HealthCare, USA) were done as
described elsewhere (31). Fluorophore-labeled DNA was purified with the
Zymo DNA Clean & Concentrator-5 kit, and label incorporation was
quantified with NanoDrop.

Slide preparation, hybridization and scanning. Microarray slides
were treated just before their use with an ethanolamine wash solution (50
mM ethanolamine, 0.1% SDS, 0.1 M Tris, pH 9) for 15 min at 50°C,
followed by two washes in distilled water, and they were then dried by
centrifugation for 5 min at 500 rpm. Processed slides were loaded with 30
�l of a combination of Cy3- and Cy5-labeled DNA in 3� SSC buffer, and
the hybridization was left to proceed in a sealed chamber submerged in a
water bath at 65°C for 8 to 12 h. After incubation the slides were washed
consecutively in 2� SSC (65°C), 2� SSC, 1� SSC, and 0.2� SSC and
dried for 5 min at 500 rpm. Hybridization images were acquired with an
Axon GenePix 4000B scanner (Molecular Devices, USA) synchronized
with GenePix Pro 6.0 software to detect and measure spot intensities.

Data analysis. Hybridization spot intensities were first filtered by the
following spot quality control parameters: spot size and shape (denoted as
good/bad/absent), channel 532 foreground (F532) signal saturation (%
F532 saturated, �5), and F532 signal proportion over channel 532 back-
ground (B532) signal [(% � B532 � 2 standard deviations) � 50%].
Spots showing good quality were used to generate microarray level back-
ground values. Normalization of intensity values was done with the for-
mula (F532i/F532m) � (B532i-B5532m), where F532i and B532i are the
foreground and background signals of spot “i,” respectively, and F532m
and B532m are the sums of all foreground or background spots, respec-
tively.

The statistical significance of probe intensities in the reference samples
was obtained by the rank products algorithm (37) using a minimum of
three technical replicates. Rank values from negative-control samples
were recorded and used to generate a “spot rank value” included in sub-
sequent spot quality analysis. For clinical samples, z-score transformed
intensities and their P values were analyzed with the fdr tool package (38)
in R (39). Positive virus species were defined as having at least two probes
with P values of �0.05 and false-discovery rates (FDRs) of �0.01.

Limit-of-detection assays. In order to determine the amount of virus
particles detectable by the microarray, three reference viruses with differ-
ent genome types were assayed: RV-A double-stranded RNA (dsRNA),
HAstV positive single-stranded RNA (ssRNA�), and HadV-C double-
stranded DNA (dsDNA). RNA was extracted from purified RV-A strain
RRV and MA104 cells. The RV-A genome molecular mass was calculated
according to the following formula: (genome length [bp] � 325)/6.022 �
1023 (40). Decreasing dilutions of RV-A RNA corresponding to 1 � 108 to
10 particles were analyzed alone or mixed with an excess of MA104 cells
RNA (50 ng). Similarly, decreasing dilutions of focus-forming unit-
titrated cell lysates of HAstV or HAdV-C, corresponding to 1 � 107 to 100
virus particles, were extracted, amplified, labeled, and processed using the
full microarray protocol as described above.

Conventional diagnostic or confirmatory RT-PCR. Nucleic acids ex-
tracted from clinical samples were used to perform diagnostic reverse
transcription-PCR (RT-PCR) using Qiagen’s one-step RT-PCR kit
(Qiagen, USA) or SuperScript III one-step RT-PCR with Platinum Taq
polymerase (Invitrogen, USA). For confirmatory RT-PCR, cDNA was
generated with SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen, USA),
and Taq polymerase (New England BioLabs) was used for PCRs following
the manufacturer’s instructions. Oligonucleotide primers used in diag-
nostic or confirmatory RT-PCR are listed in Table S1 in the supplemental
material. PCRs for RV-A detection included a 5-min boiling step followed
by immediate ice-chilling step just before RT-PCR. Amplification condi-
tions for RV-A, HAstV, and calicivirus (CV) were as follows: 30 min at
50°C; 15 min at 95°C; 40 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 50°C, and 1 min at

72°C; and a final extension of 5 min at 72°C. RT-PCR conditions for
human adenovirus (HAdV) were as follows: 30 min at 50°C; 15 min at
95°C; 40 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 55°C, and 1 min at 72°C; and a final
extension for 5 min at 72°C. The human enterovirus (HEV) amplification
program was as follows: 30 min at 50°C; 15 min at 95°C; 40 cycles of 30 s
at 95°C, 30 s at 50°C, and 30 s at 72°C; and final extension for 5 min at
72°C. Human parechovirus (HPeV) amplification was as follows: 30 min at
50°C; 15 min at 95°C; 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 48°C, and 1 min
at 72°C; and a final extension for 5 min at 72°C. Anellovirus (TTV) con-
firmation was performed as a seminested PCR. Conditions for the first
round were as follows: 2 min at 94°C; 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 55°C,
and 30 s at 72°C; and a final extension for 5 min at 72°C. The second round
used the same program but with only 30 cycles. Human bocavirus (HBoV)
was detected by Seeplex RV15 OneStep ACE detection (Seegene, USA).
PCR products were visualized in 2.0% agarose gels, except for HEV, which
required 3.5% gels due to a small amplicon size.

Semiquantitative RT-PCR and PCR detection of viruses. One-step
real-time RT-PCR and real-time PCR were performed using primers tar-
geting conserved genomic regions (see Table S1 in the supplemental ma-
terial). RV-A detection required previous sample boiling for 5 min and
immediate ice chilling. For the RNA viruses (RV-A, HAstV, NV, and
HEV), detection was performed as a two-step process. First, 3 �l of RNA
(5 ng) was reverse transcribed with 0.125 �l (50 U/�l) SuperScript III
reverse transcriptase (Invitrogen, USA), 0.25 �l of RNase inhibitor (20
U/�l), 12.5 �l of 2� SYBR green master mix (Applied Biosystems, USA),
1 �l of the primer, and diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated water in a
24-�l final volume. Samples were incubated for 30 min at 48°C, followed
by enzyme inactivation for 10 min at 90°C. In the second step 1 �l of
second primer was added, and PCR was carried out as follows. The HAstV
and RV-A amplification program consisted of 10 min at 95°C and 40
cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. The NV amplification program
was 5 min at 95°C and 45 cycles of 10 s at 95°C, 20 s at 48°C, and 45 s at
60°C. The HEV program was 10 min at 95°C, 45 cycles of 20 s at 95°C, 20
s at 55°C, and 1 min at 72°C, and final extension of 5 min at 72°C. In the
case of HEV, both specific primers were added before PCR, since the RT
step was performed using random hexamers. HAdV amplification reac-
tion mixtures consisted of 3 �l (5 ng) of DNA, 12.5 �l of 2� SYBR green
master mix, and 1 �l of each corresponding primer in a 25-�l volume.
Conditions were 95°C for 8 min, 45 cycles of 30 s at 95°C, 20 s at 55°C, and
20 s at 72°C, and a final extension of 5 min at 72°C. Amplifications were
carried out in an ABI Prism 7500 sequence detector system (Applied Bio-
systems). Dissociation curves were evaluated for nonspecific products.
Threshold cycle (CT) values corresponding to detection of specific virus
sequences were obtained from triplicates of selected samples presenting
coinfections and compared for the viruses detected. PCR primer sets for
detection of CV, HAdV, and HEV were designed to recognize the target at
the genus level (5, 6, 41).

RESULTS
Selection of viruses related to gastrointestinal infections. An ad-
vantage of the microarray technology is the capacity to test hun-
dreds and even thousands of targets in a single assay. The main
goal of this study was to develop an assay for detection of all vi-
ruses that have been found in stool samples from vertebrates, as-
sociated or not with gastroenteritis, which should facilitate clinical
and epidemiological studies in humans and animals. A deep
search of the scientific literature available in public databases re-
sulted in a list of 128 species of viruses reported to be present in the
gastrointestinal tract, representing 55 genera that belonged to 17
viral families (see Table S2 in the supplemental material). The list
of virus species includes the well-known human gastroenteritis
viruses (calicivirus group, rotaviruses, human astroviruses, and
enteric adenoviruses), together with some recently described hu-
man viruses (Human adenovirus G [23], Human bocavirus [42],
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Cosavirus [24], Saffold virus [43], and Salivirus A [25, 44]). Clas-
sical, nonhuman gastrointestinal viruses (coronavirus, circovirus,
and pestiviruses) and other new discovered viral agents (at the
time of the microarray design) from different animal species, such
as animal anelloviruses (45, 46), bat astroviruses (47), and bovine
kobuviruses (48), whose participation as pathogens is not well
understood, are also included in the microarray. Thus, the virus
species of interest encompassed a variety of viruses with different
characteristics, such as RNA and DNA genomes, enveloped/non-
enveloped virions, segmented or nonsegmented genomes, and
single- or double-stranded genomes. All available complete gene
or genome sequences were retrieved from a public database
(GenBank) and were organized in a taxonomic hierarchical data-
base following the ICTV classification at the date the microarray
probes were designed (ICTV, 2009) or, for novel species, as sug-
gested by the discoverer.

Probe selection and microarray validation. A set of 1,256 70-
mer microarray probes were selected from conserved regions and
designed to identify 128 viral species associated with the GI tract,
with at least 6 probes designed for each viral species and at least 2
probes corresponding to each sequenced viral genome. To main-
tain stringent experimental conditions (hybridization at 65°C)
while allowing a certain amount of sequence variability, the
probes were designed as 70-mers. The highest number of probes
covered RV-A (42 probes), Alphacoronavirus (28 probes), and
mammalian Orthoreovirus (25 probes) (see Tables S2 and S3 in the
supplemental material). For some viruses, the design of a com-
plete set of 6 oligonucleotides was not possible due to the lack of
enough complete sequences; nevertheless, available probes were
included for each viral species.

Reference strains for 10 viral species were available for probe
validation. These species represent 6 viral families and include 4
main human pathogens (HAstV, NV, SV, and RV-A), other hu-
man viruses (mammalian Orthoreovirus, HAdV-C, and Dengue
virus 4), and three nonhuman viruses (Feline calicivirus, Bovine
viral diarrhea virus 1, and Bovine parainfluenza virus 3) (Table 1).
All reference strains tested were detected as expected, including
four different RV-A strains (human strain Wa, simian strain RRV,
porcine virus TFR-41, and bovine strain UK) and two different
mammalian Orthoreovirus strains (T1L and T3D) (Table 1). To
test the in silico capacity of probes to recognize different and vari-
able strains, 42 probes specific for rotavirus were analyzed with a

panel of all available G and P genotypes (see Fig. S1 in the supple-
mental material). The only genotype that the microarray probably
would not detect was G22P[35], belonging to a turkey rotavirus
strain.

Sensitivity and specificity of the assay. To determine the sen-
sitivity limits of the DNA microarray, the virus genetic material
was extracted from lysates of HAstV- or HAdV-C-infected cells or
from CsCl-purified simian strain RRV particles. In a series of cell
lysate dilutions (corresponding from 102 to 107 viral particles), the
microarray was able to detect as few as 103 HAdV-C or HAstV
virus particles. Similarly, RV-A RNA (corresponding to 10 to 108

viral particles) was amplified before or after addition of a constant
amount of cellular RNA (50 ng). In the absence of cellular RNA,
the detection limit for viral RNA was 103 genome copies; however,
when the complexity of the sample was augmented by adding
cellular RNA, the detection limit was one logarithm lower, detect-
ing 104 genome copies.

To evaluate the probe specificity, a rank products algorithm
(37) was applied to the results obtained from technical replicates
of reference viruses and mock-infected cell controls (MA104 cells,
A549 cells, and C6/36 cells). Based on the false-discovery rate
(FDR) test included in the software, 16 probes were identified as
presenting nonspecific behavior (marked with asterisks in Table
S3 in the supplemental material). When analyzed, these nonspe-
cific probes did not show any common feature, although some
presented a high GC content (�70%). In the following experi-
ments, the results obtained with these probes were excluded from
analysis.

Analysis of clinical samples. To further test the capacity of the
microarray to detect viruses, 76 samples from children under 5
years of age, collected during the winter season from 2004 to 2005
in Monterrey, Mexico, were analyzed. The collection of samples
was originally screened for RV-A by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and stored at �70°C. Using the mi-
croarray developed in this study, a viral agent was detected in 70
out of 76 (92%) samples tested; a single virus was found in 63
(83%) samples, while two or more viral species were detected in 7
(9%) samples (Fig. 1). Among the viruses detected, the most com-
mon was RV-A (44 samples), followed by TTV (12 positives),
HEV (7), caliciviruses (6 [5 NV and 1 SV]), HAstV (5), HAdV (4
[3 HAdV-F and 1 HAdV-A]), HPeV (2), and HBoV (1) (Fig. 1). It
is important to mention that only 6 (8%) samples remained neg-

FIG 1 Prevalence of viruses in clinical samples. A group of 76 clinical samples from children presenting gastroenteritis was analyzed by the described microarray
(A) or by diagnostic RT-PCR for the 5 most common gastrointestinal pathogens (B). Samples with coinfections are shown. Negative, no virus identified.
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ative after microarray detection and that not all viruses found are
known to be pathogenic. As mentioned above, after collection all
samples were screened for the presence of RV-A by SDS-PAGE.
Additionally, as described below, all samples tested with the mi-
croarray were tested for selected viruses, including RV-A, by diag-
nostic RT-PCR. In 34 samples RV-A was identified by the three
methods tested; 5 additional samples were found positive by mi-
croarray and RT-PCR tests (Fig. 2). Another 8 were found positive
either by microarray (n 	 5) or by RT-PCR (n 	 3) (Fig. 2).
Notably, the 3 samples that were positive only for RV-A by RT-
PCR were mixed-infection samples.

To compare the results of the microarray method with those of
a routine diagnostic method for viral gastroenteritis, RT-PCR de-
tection for a panel of 5 viruses (RV-A, HAstV, HAdV, CV [NV and
SV], and HEV) was performed in all clinical samples. It is impor-
tant to point out that the primer sets for HAdV, CV, and HEV are
designed to recognize their target at the genus level (5, 6, 41).

The RT-PCR panel detected at least one virus in 59 samples

(78%) (Fig. 1B), a lower detection rate than that with the DNA
microarray when analyzing only these 5 viruses (n 	 65, 85%). At
the individual virus level, the RT-PCR panel confirmed the mi-
croarray results in all HAdV-positive samples (1 HAdV-A and 3
HAdV-F), having a positive predictive value (PPV) of 100%, in all
CV (5 NV and 1 SV)-positive samples (PPV, 100%), and in 39 of
44 RV-A-positive samples (PPV, 89%), while PPVs were lower for
HAstV, with 3 of 5 positive samples identified by microarray (PPV
60%), and HEV, with 5 of 7 positive samples identified by mi-
croarray (PPV 71%) (Fig. 3).

Detection of viruses in MI. The RT-PCR screening resulted in
the identification of 16 mixed infections (MI), while the microar-
ray identified only 7 MI (Fig. 1). The microarray detected up to 4
different viruses within one sample, with TTV found in all MI
samples. The following viral combinations were found by mi-
croarray: 3 samples with HEV B/TTV and one sample each with
NV/TTV, HEV-B/HAstV/TTV, RV-A/HPeV/TTV, and SV/HEV-
B/HPeV/TTV (Fig. 1). Of interest, Human parechovirus and Sap-
poro virus were detected only in coinfection. The MI combinations
observed in RT-PCR were RV-A/HAdV (8 samples), RV-A/HEV
(5), HAstV/HEV (1), RV-A/CV (1), and HAdV/CV/HEV (1) (Fig.
1B). Examining these 16 samples, we observed that RV-A was the
only virus identified by microarray in all samples with RV-A/
HAdV coinfection (n 	 8) and in 4 out of 5 RV-A/HEV samples,
while HAstV was the only virus identified in samples with HAstV/
HEV coinfection (Table 2). In one sample, NV was identified as
the sole species by microarray, while RT-PCR results showed CV/
HAdV/HEV triple coinfection (Table 2). Thus, in all of these 16
samples, a single virus was identified by the microarray, while at
least two viral species were detected by RT-PCR.

One possible explanation for the discrepancies in the identifi-
cation of mixed infections using microarrays and RT-PCR could
be the variability in the relative amount of genetic material from
each virus in clinical samples, as it has been observed that individ-
uals infected with some viruses, for example RV-A and NV, can
shed large amounts of viral particles in the acute stage of infection
(49, 50, 51). To explore this possibility, the amount of viral genetic

FIG 2 Identification of rotavirus group A. A group of 76 gastroenteritis sam-
ples was analyzed by three methods for the presence of rotavirus. These were
visualization of rotavirus dsRNA by SDS-PAGE, RT-PCR, and the microarray
designed in this work. The circles represent numbers of rotavirus-positive
samples identified by one, two, or three of the methods used.

FIG 3 Microarray diagnostic sensitivity and specificity. A panel of 5 virus groups (rotavirus group A [RV-A], human astrovirus [HAstV], human adenovirus
[HAdV], calicivirus [CV], and human enterovirus [HEV]) was tested by RT-PCR in all 76 samples. Results were compared to those obtained by microarray
analysis. The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV) of the microarray (array), compared to RT-PCR (PCR)
for detection of particular pathogens are shown.
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material in selected samples with mixed infection was quantified
by real-time RT-PCR. The use of equal quantities of starting ma-
terial allowed us to compare directly the amplification CTs of two
viruses within a sample. The results showed that the single virus
detected by microarray had, in most cases, a lower CT value than
the second virus detected by quantitative RT-PCR (qRT-PCR),
with the only exception being the combination RV-A/HEV, where
RV-A was the only virus identified by microarray despite the fact
that HEV had lower CT values (Table 2). This indicates that MI
presenting large differences in the amounts of the genetic material
of the viral agents involved are prone to result in single-virus de-
tection by the microarray (generally detecting the one present
more abundantly).

Consequently, when comparing the sensitivity and specificity
of the microarray with the panel of individual diagnostic RT-
PCRs, the most prevalent or most frequently found viruses in
single infections, such as RV-A, HAstV, and CV, showed good
sensitivity and specificity (from 85 to 100%), while the sensitivity
for viruses such as HAdV and HEV was low, ranging from 30 to
42%, clearly being affected by other viruses present in the sample
(Fig. 3; Table 2). For example, 4 samples that presented only
HAdV were found positive by both microarray and RT-PCR,
while in the remaining 9 samples, which presented HAdV coin-
fection with RV-A (8 samples) and CV (one sample), only the
second virus was identified by microarray (Table 2). It should be
pointed out that most of these samples contained a low level of

HAdV genetic material, with CT values close to the nontemplate
control value (44.5) (Table 2).

Detection of uncommon GI viruses. Of note, the microarray
found 3 viruses that usually are not evaluated in gastroenteritis
samples. Two samples presented HPeV, both in coinfection (one
with RV-A/TTV and another with SV/HEV B/TTV). An addi-
tional sample containing HBoV was identified (RV-A was identi-
fied by RT-PCR in this sample), and 12 samples presented TTV, 5
samples as single infection and 7 in coinfection with other viruses.
As reference samples for these viruses were not available, confir-
mation RT-PCR coupled with capillary sequencing was per-
formed, and the viruses detected by the microarray were con-
firmed in all these samples (results not shown). The fact that single
TTV-positive samples were found is not an indicator of causation.

DISCUSSION

Current routine viral testing is designed to detect only the most
prevalent viruses, frequently leaving 30 to 50% of cases without an
agent identified (52). In recent years, advances in molecular biol-
ogy and the implementation of next-generation sequencing has
allowed the identification of several new viruses in intestinal sam-
ples (53, 54, 55, 56, 57). The roles of most of these viruses (Aichi
virus, Anellovirus, Human bocavirus, Human parechovirus, Human
picobirnavirus, and some enteroviruses, among others) in diar-
rheal disease remains unclear, raising the need to study in detail
their epidemiology. In order to gather information on GI virus
diversity, proper tools are required for their monitoring. In this
work, a comprehensive and sensitive DNA microarray was devel-
oped and tested, which allows in principle the parallel detection of
more than 100 gastrointestinal tract-associated virus species.

Implementation of a microarray for detection of viruses is not
an easy task. Design of probes and experimental conditions are
two important parameters to consider. Resequencing microarrays
permit identification of mutations but require high numbers of
probes for a single agent, increasing the cost (58). Arrays for sub-
typing use fewer and shorter probes but are often designed for
only one viral species (59, 60, 61, 62, 63). Microarrays used for
virus discovery have proven to be very useful when usual suspects
are discarded or in cases of rare diseases, but identification is not
clear and requires complex analysis (34).

Several DNA microarrays have been previously reported for
identification of the main known gastrointestinal pathogenic vi-
ruses (59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75);
however, they were oriented mostly to the identification or sub-
typing of one viral species, and none had specifically addressed the
list of viruses that can be found in stool samples.

The microarray platform described in this work has been vali-
dated with 14 reference viral strains, representing 10 different vi-
rus species. Importantly, 5 other viral species were identified using
the microarray when analyzing clinical samples: HAdV-F,
HAdV-A, HPeV, HBoV, and several TTVs. The capacity of the
microarray to correctly identify viruses whose probes were not
validated in this work with cultured reference strains confirms
that the methodology used to design probes is adequate and in-
creases the probability that the remaining probes will be also ca-
pable to identify their target viruses, and this is additionally sup-
ported by in silico detection of a wide variety of RV-A strains using
probes obtained from conserved genes; however, testing with
other reference strains would be necessary. During the validation
experiments, some probes were found to react nonspecifically

TABLE 2 CT values for viral nucleic acid quantification in samples with
coinfection

Virus identified by:
CT value determined by real-time RT-PCR
fora:

Diagnostic
RT-PCR Microarray RV-A HAdV HEV NVb HAstV

RV-A RV-A 21.9
HAdV HAdV 14.7
HEV HEV 23.8
NV NV 19.6
HAstV HAstV 14.8
RV-A/HAdV RV-A 20.5 37.6
RV-A/HAdV RV-A 22.5 28.4
RV-A/HAdV RV-A 28.2 41.3
RV-A/HAdV RV-A 28.6 44.5
RV-A/HAdV RV-A 29.1 43.8
RV-A/HAdV RV-A 29.2 43.4
RV-A/HAdV RV-A 30.4 30.6
RV-A/HEV RV-A 29.2 25.4
RV-A/HEV RV-A 29.2 27.3
RV-A/HEV RV-A 29.6 28.5
RV-A/HEV RV-A 30.8 27.8
RV-A/HEV HEV 38.4 28
RV-A/NV NV 30.1 23.6
HAstV/HEV HAstV 28 23.2
NV/HEV/

HAdV
NV 34.1 28.4 20.7

NTCc 36.4 44.5 33.7 33.7 29.9
a RV-A, rotavirus group A; HAdV, human adenovirus; HEV, human enterovirus; NV,
Norwalk virus; HAstV, human astrovirus. Single-infection samples were used as
positive controls. Lower CT values are shown in bold.
b NV is detected at the genus level as calicivirus.
c NTC, nontemplate control.
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with the amplified labeled DNA, regardless of its origin; in other
words, they were found to be “sticky,” and they were excluded
from further analysis. No common characteristic was found be-
tween these probes that could account for their nonspecific bind-
ing behavior.

One of the critical parameters in virus detection is the sensitiv-
ity of the assay. There are several factors that can affect the sensi-
tivity. In the case of a microarray, sample nucleic acids are gener-
ally processed by random-primed amplification prior to
hybridization to ensure amplification of a wide variety of viruses.
The product of random PCR could be lower than that of specific
PCR, decreasing the sensitivity of the assay, as all genetic material
is amplified, diluting the positive signal (76). The limit of detec-
tion for three viruses with different genome types (dsDNA,
dsRNA, and ssRNA�) was established at 103 virus particles, sug-
gesting that the nature of the genome does not affect the sensitivity
of the assay. Moreover, testing the sensitivity of the microarray
with purified RV-A RNA, we observed that addition of 50 ng of
cellular RNA as a nonspecific diluting RNA decreased the sensi-
tivity of detection 10-fold. To try to solve the sensitivity problem
in complex clinical samples, agent-specific primers have been in-
cluded in previous studies, together with random primers during
amplification of the genetic material (14, 15), with the disadvan-
tage of narrowing the scope of targets for the microarray assay.

We subsequently analyzed a group of clinical samples collected
from children with diarrhea. Initially, the clinical samples were
screened by SDS-PAGE, which led to the identification of 34 RV-
A-positive samples, while the microarray presented in this work
identified 44, suggesting that the microarray platform has a higher
sensitivity than traditional methods. A similar sensitivity was ob-
tained by RT-PCR, as 42 samples were found to be RV-A positive.
Even though our results indicate that the limit of detection of
purified virus (1 � 103 viral particles) is similar to that reached
with PCR assays (8), the microarray had a higher number of pos-
itive results when clinical samples were tested, possibly due to the
natural genetic variation in primer binding regions of viruses
found in sample viruses.

Although multiplexed assays are being developed, their use in
routine testing is not generally implemented, and most studies use
single-pathogen tests. When RT-PCR screening for the most com-
mon viruses is performed, the percentage of clinical samples with-
out a virus identified remains around 30 to 50% (13, 77, 78), while
the microarray presented in this study detected a virus in 92% of
the samples. This high detection rate could have been influenced
by the time of sampling, since winter is a high season for viral
gastroenteritis in the region and no preselection for pathogens was
performed. An additional advantage of the microarray test com-
pared to a set of different RT-PCR assays is the capacity to identify
viruses that are not commonly tested for, such as those previously
associated with diarrhea (like HPeV) and those of unclear clinical
significance in GI disease (HBoV and TTV). In this work we found
a wide range of circulating atypical viruses among children, simi-
larly as observed in other studies (79, 80), and their continuous
surveillance should be considered. To our knowledge, this is first
report of HPeV, HBoV, and TTV in Mexican children.

As a consequence of the limited number of virus species rou-
tinely tested, the prevalence of coinfections is a poorly explored
issue. Usually, when a panel of up to 5 viruses is used, coinfection
rates of between 4 and 18% are observed, with the most common
combination being RV-A/NV (2, 13, 77, 81, 82, 83). More re-

cently, wide-ranging metagenomic studies have shown that mixed
infections are more common than previously thought (4, 80),
even in healthy individuals (79). The analysis of the small set of
clinical samples in this work showed that 30% (23 out of 76)
contained more than 1 gastrointestinal virus. The identification of
individual viruses in coinfections presented some discrepancies
when comparing the results from microarray and RT-PCR tests.
Of seven samples with mixed infections identified by the microar-
ray, five were confirmed by RT-PCR, while in 16 mixed infections
identified by RT-PCR, a single virus was identified by the microar-
ray, suggesting that the microarray may be less sensitive than RT-
PCR for detection of mixed infections. To address this inconsis-
tency, real-time RT-PCR was implemented for the principal
combinations of viruses that were missed by the microarray. This
platform showed a certain advantage for detection of RV-A over
HAdV and HEV, as RV-A was identified even when the HEV
genome was present in larger amounts. HEV was identified by the
microarray in samples coinfected with RV-A only when RV-A
RNA was present in small amounts, close to negative-control lev-
els (Table 2). Preferential identification of RV-A by the microarray
could be due to the large amount of virus particles excreted during
the acute phase of infection and to the large number of probes
selected (42 oligonucleotides, compared to 5 and 17 probes for
HEV A and HEV C, respectively, and 17 probes for HAdV). On the
other hand, the two HEV samples positive by microarray that were
missed by RT-PCR correspond to mixed infections with HAstV/
TTV and SV/HpeV/TTV, respectively. Several attempts to identify
HEV in these samples by RT-PCR resulted in negative results, and
thus the possibility of a microarray false-positive result cannot be
discarded.

The number of virus species identified has increased consider-
ably in the last decade with the application of emerging genomic
technologies such as microarrays and unbiased next-generation
sequencing in studies of fatal or rare cases of disease in humans
and in wild and domestic animals (25, 56, 84, 85, 86). Adequate
tools that allow detection of well-known pathogenic viruses while
being capable of detecting the new or rare viruses in a single assay
will contribute useful epidemiological information about both
kinds of viruses. This microarray includes viruses of different host
origins in order to extend the range of use to veterinary studies.
The oligonucleotide probes selected should allow the identifica-
tion of target viruses despite the sequence variations that will oc-
cur in the future; however, it will be important to update the
microarray design on a regular basis to maintain the capacity to
broadly detect pathogenic viruses and to include newly found viral
species.

Parallel detection of gastroenteric viruses beyond the most
common viruses should facilitate a better understanding of virus
etiology, as it increases the rate of positive cases, closing the diag-
nostic gap, and allows inspection for mixed infections where sec-
ondary viral agents could represent an important factor. Adding
data from case-control studies and inclusion of other host param-
eters, such as serological data, will help to provide evidence of
virus pathogenicity. Furthermore, adequate and comprehensive
epidemiological studies in wild and domestic animals should be
considered.

ACKNOWLEDGMENTS

The computational analysis was performed using the cluster of the Insti-
tuto de Biotecnología, UNAM, with the assistance of M. C. Jerome Ver-

Martínez et al.

142 jcm.asm.org January 2015 Volume 53 Number 1Journal of Clinical Microbiology

 on January 23, 2015 by U
N

A
M

-U
N

IV
E

R
S

ID
A

D
 N

A
C

IO
N

A
L A

U
TO

N
O

M
A

 D
E

 M
E

X
IC

O
http://jcm

.asm
.org/

D
ow

nloaded from
 

http://jcm.asm.org
http://jcm.asm.org/


leyen. We thank Paul Gaytán Colín, Eugenio López-Bustos, and Santiago
Becerra Ramírez from Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA, Insti-
tuto de Biotecnología, UNAM, for synthesis of the oligonucleotides used
in RT-PCR assays.

This work was supported by grant S0008-111593 from CONACYT.
Miguel A. Martínez and María de los Dolores Soto-del Río were supported
by a scholarship from CONACYT-Mexico.

REFERENCES
1. WHO. 2011. World health statistics 2011. World Health Organization,

Geneva, Switzerland.
2. Simpson VR. 2002. Wild animals as reservoirs of infectious diseases in the

UK. Vet J 163:128 –146. http://dx.doi.org/10.1053/tvjl.2001.0662.
3. Wilhelmi I, Roman E, Sanchez-Fauquier A. 2003. Viruses causing gas-

troenteritis. Clin Microbiol Infect 9:247–262. http://dx.doi.org/10.1046/j
.1469-0691.2003.00560.x.

4. Rovida F, Campanini G, Sarasini A, Adzasehoun KM, Piralla A, Bal-
danti F. 2013. Comparison of immunologic and molecular assays for the
diagnosis of gastrointestinal viral infections. Diagn Microbiol Infect Dis
75:110 –111. http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2012.09.016.

5. Allard A, Albinsson B, Wadell G. 2001. Rapid typing of human adeno-
viruses by a general PCR combined with restriction endonuclease analysis.
J Clin Microbiol 39:498 –505. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.39.2.498
-505.2001.

6. Farkas T, Zhong WM, Jing Y, Huang PW, Espinosa SM, Martinez N,
Morrow AL, Ruiz-Palacios GM, Pickering LK, Jiang X. 2004. Genetic
diversity among sapoviruses. Arch Virol 149:1309 –1323. http://dx.doi
.org/10.1007/s00705-004-0296-9.

7. Royuela E, Negredo A, Sanchez-Fauquier A. 2006. Development of a one
step real-time RT-PCR method for sensitive detection of human astrovirus. J
Virol Methods 133:14–19. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2005.10.012.

8. Schwarz BA, Bange R, Vahlenkamp TW, Johne R, Muller H. 2002.
Detection and quantitation of group A rotaviruses by competitive and
real-time reverse transcription-polymerase chain reaction. J Virol Meth-
ods 105:277–285. http://dx.doi.org/10.1016/S0166-0934(02)00118-0.

9. Coupland LJ, McElarney I, Meader E, Cowley K, Alcock L, Naunton J,
Gray J. 2013. Simultaneous detection of viral and bacterial enteric patho-
gens using the Seeplex(R) Diarrhea ACE detection system. Epidemiol In-
fect 141:2111–2121. http://dx.doi.org/10.1017/S0950268812002622.

10. Khamrin P, Okame M, Thongprachum A, Nantachit N, Nishimura S,
Okitsu S, Maneekarn N, Ushijima H. 2011. A single-tube multiplex PCR
for rapid detection in feces of 10 viruses causing diarrhea. J Virol Methods
173:390 –393. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2011.02.012.

11. Rohayem J, Berger S, Juretzek T, Herchenroder O, Mogel M, Poppe M,
Henker J, Rethwilm A. 2004. A simple and rapid single-step multiplex
RT-PCR to detect norovirus, astrovirus and adenovirus in clinical stool
samples. J Virol Methods 118:49 –59. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet
.2004.01.016.

12. Svraka S, van der Veer B, Duizer E, Dekkers J, Koopmans M, Vennema
H. 2009. Novel approach for detection of enteric viruses to enable syn-
drome surveillance of acute viral gastroenteritis. J Clin Microbiol 47:
1674 –1679. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00307-09.

13. van Maarseveen NM, Wessels E, de Brouwer CS, Vossen AC, Claas
EC. 2010. Diagnosis of viral gastroenteritis by simultaneous detection
of adenovirus group F, astrovirus, rotavirus group A, norovirus geno-
groups I and II, and sapovirus in two internally controlled multiplex
real-time PCR assays. J Clin Virol 49:205–210. http://dx.doi.org/10
.1016/j.jcv.2010.07.019.

14. Palacios G, Quan PL, Jabado OJ, Conlan S, Hirschberg DL, Liu Y,
Zhai J, Renwick N, Hui J, Hegyi H, Grolla A, Strong JE, Towner JS,
Geisbert TW, Jahrling PB, Buchen-Osmond C, Ellerbrok H, San-
chez-Seco MP, Lussier Y, Formenty P, Nichol MS, Feldmann H,
Briese T, Lipkin WI. 2007. Panmicrobial oligonucleotide array for
diagnosis of infectious diseases. Emerg Infect Dis 13:73– 81. http://dx
.doi.org/10.3201/eid1301.060837.

15. Quan PL, Palacios G, Jabado OJ, Conlan S, Hirschberg DL, Pozo F, Jack
PJ, Cisterna D, Renwick N, Hui J, Drysdale A, Amos-Ritchie R,
Baumeister E, Savy V, Langer KM, Rucht JA, Boyle DB, Garcia-Sastre
A, Casas I, Perez-Brena P, Briese T, Lipkin WI. 2007. Detection of
respiratory viruses and subtype identification of influenza A viruses by
GreeneChipResp oligonucleotide microarray. J Clin Microbiol 45:2359 –
2364. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00737-07.

16. Sengupta S, Onodera K, Lai A, Melcher U. 2003. Molecular detection
and identification of influenza viruses by oligonucleotide microarray hy-
bridization. J Clin Microbiol 41:4542– 4550. http://dx.doi.org/10.1128
/JCM.41.10.4542-4550.2003.

17. Xiao-Ping K, Yong-Qiang L, Qing-Ge S, Hong L, Qing-Yu Z, Yin-Hui
Y. 2009. Development of a consensus microarray method for identifica-
tion of some highly pathogenic viruses. J Med Virol 81:1945–1950. http:
//dx.doi.org/10.1002/jmv.21602.

18. Striebel HM, Birch-Hirschfeld E, Egerer R, Foldes-Papp Z, Tilz GP,
Stelzner A. 2004. Enhancing sensitivity of human herpes virus diagnosis
with DNA microarrays using dendrimers. Exp Mol Pathol 77:89 –97. http:
//dx.doi.org/10.1016/j.yexmp.2004.05.004.

19. Zhaohui S, Wenling Z, Bao Z, Rong S, Wenli M. 2004. Microarrays for
the detection of HBV and HDV. J Biochem Mol Biol 37:546 –551. http:
//dx.doi.org/10.5483/BMBRep.2004.37.5.546.

20. Boriskin YS, Rice PS, Stabler RA, Hinds J, Al-Ghusein H, Vass K,
Butcher PD. 2004. DNA microarrays for virus detection in cases of central
nervous system infection. J Clin Microbiol 42:5811–5818. http://dx.doi
.org/10.1128/JCM.42.12.5811-5818.2004.

21. Wang D, Coscoy L, Zylberberg M, Avila PC, Boushey HA, Ganem D,
DeRisi JL. 2002. Microarray-based detection and genotyping of viral
pathogens. Proc Natl Acad Sci U S A 99:15687–15692. http://dx.doi.org
/10.1073/pnas.242579699.

22. Holtz LR, Finkbeiner SR, Zhao G, Kirkwood CD, Girones R, Pipas JM,
Wang D. 2009. Klassevirus 1, a previously undescribed member of the
family Picornaviridae, is globally widespread. Virol J 6:86. http://dx.doi
.org/10.1186/1743-422X-6-86.

23. Jones MS, II, Harrach B, Ganac RD, Gozum MM, Dela Cruz WP,
Riedel B, Pan C, Delwart EL, Schnurr DP. 2007. New adenovirus species
found in a patient presenting with gastroenteritis. J Virol 81:5978 –5984.
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02650-06.

24. Kapoor A, Victoria J, Simmonds P, Wang C, Shafer RW, Nims R,
Nielsen O, Delwart E. 2008. A highly divergent picornavirus in a marine
mammal. J Virol 82:311–320. http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01240-07.

25. Li L, Victoria J, Kapoor A, Blinkova O, Wang C, Babrzadeh F, Mason
CJ, Pandey P, Triki H, Bahri O, Oderinde BS, Baba MM, Bukbuk DN,
Besses JM, Bartkus JM, Delwart EL. 2009. A novel picornavirus associ-
ated with gastroenteritis. J Virol 83:12002–12006. http://dx.doi.org/10
.1128/JVI.01241-09.

26. Rockett RJ, Sloots TP, Bowes S, O’Neill N, Ye S, Robson J, Whiley DM,
Lambert SB, Wang D, Nissen MD, Bialasiewicz S. 2013. Detection of
novel polyomaviruses, TSPyV, HPyV6, HPyV7, HPyV9 and MWPyV in
feces, urine, blood, respiratory swabs and cerebrospinal fluid. PLoS One
8:e62764. http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0062764.

27. Zarate S, Espinosa R, Romero P, Guerrero CA, Arias CF, Lopez S. 2000.
Integrin alpha2beta1 mediates the cell attachment of the rotavirus neur-
aminidase-resistant variant nar3. Virology 278:50 –54. http://dx.doi.org
/10.1006/viro.2000.0660.

28. Li W, Godzik A. 2006. Cd-hit: a fast program for clustering and compar-
ing large sets of protein or nucleotide sequences. Bioinformatics 22:1658 –
1659. http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btl158.

29. Paulin LF, Soto-Del Rio Mde L, Sanchez I, Hernandez J, Gutierrez-Rios
RM, Lopez-Martinez I, Wong-Chew RM, Parissi-Crivelli A, Isa P,
Lopez S, Arias CF. 2014. PhyloFlu, a DNA microarray for determining
the phylogenetic origin of influenza A virus gene segments and the
genomic fingerprint of viral strains. J Clin Microbiol 52:803– 813. http:
//dx.doi.org/10.1128/JCM.03134-13.

30. He Z, Wu L, Fields MW, Zhou J. 2005. Use of microarrays with different
probe sizes for monitoring gene expression. Appl Environ Microbiol 71:
5154 –5162. http://dx.doi.org/10.1128/AEM.71.9.5154-5162.2005.

31. Hughes TR, Mao M, Jones AR, Burchard J, Marton MJ, Shannon KW,
Lefkowitz SM, Ziman M, Schelter JM, Meyer MR, Kobayashi S, Davis
C, Dai H, He YD, Stephaniants SB, Cavet G, Walker WL, West A,
Cofrey E, Shoemaker DD, Stoughton R, Blanchard AP, Friend SH,
Linsey PS. 2001. Expression profiling using microarrays fabricated by an
ink-jet oligonucleotide synthesizer. Nat Biotechnol 19:342–347. http://dx
.doi.org/10.1038/86730.

32. Wang HY, Malek RL, Kwitek AE, Greene AS, Luu TV, Behbahani B,
Frank B, Quackenbush J, Lee NH. 2003. Assessing unmodified 70-mer
oligonucleotide probe performance on glass-slide microarrays. Genome
Biol 4:R5. http://dx.doi.org/10.1186/gb-2003-4-1-r5.

33. SantaLucia J, Jr. 1998. A unified view of polymer, dumbbell, and oligo-

Microarray for Gastrointestinal Viruses

January 2015 Volume 53 Number 1 jcm.asm.org 143Journal of Clinical Microbiology

 on January 23, 2015 by U
N

A
M

-U
N

IV
E

R
S

ID
A

D
 N

A
C

IO
N

A
L A

U
TO

N
O

M
A

 D
E

 M
E

X
IC

O
http://jcm

.asm
.org/

D
ow

nloaded from
 

http://dx.doi.org/10.1053/tvjl.2001.0662
http://dx.doi.org/10.1046/j.1469-0691.2003.00560.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.1469-0691.2003.00560.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2012.09.016
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.39.2.498-505.2001
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.39.2.498-505.2001
http://dx.doi.org/10.1007/s00705-004-0296-9
http://dx.doi.org/10.1007/s00705-004-0296-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2005.10.012
http://dx.doi.org/10.1016/S0166-0934(02)00118-0
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268812002622
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2011.02.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2004.01.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2004.01.016
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00307-09
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2010.07.019
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2010.07.019
http://dx.doi.org/10.3201/eid1301.060837
http://dx.doi.org/10.3201/eid1301.060837
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00737-07
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.41.10.4542-4550.2003
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.41.10.4542-4550.2003
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.21602
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.21602
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexmp.2004.05.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexmp.2004.05.004
http://dx.doi.org/10.5483/BMBRep.2004.37.5.546
http://dx.doi.org/10.5483/BMBRep.2004.37.5.546
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.42.12.5811-5818.2004
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.42.12.5811-5818.2004
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.242579699
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.242579699
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-6-86
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-6-86
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02650-06
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01240-07
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01241-09
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.01241-09
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0062764
http://dx.doi.org/10.1006/viro.2000.0660
http://dx.doi.org/10.1006/viro.2000.0660
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btl158
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.03134-13
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.03134-13
http://dx.doi.org/10.1128/AEM.71.9.5154-5162.2005
http://dx.doi.org/10.1038/86730
http://dx.doi.org/10.1038/86730
http://dx.doi.org/10.1186/gb-2003-4-1-r5
http://jcm.asm.org
http://jcm.asm.org/


nucleotide DNA nearest-neighbor thermodynamics. Proc Natl Acad Sci U
S A. 95:1460 –1465. http://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.4.1460.

34. Urisman A, Fischer KF, Chiu CY, Kistler AL, Beck S, Wang D, DeRisi
JL. 2005. E-Predict: a computational strategy for species identification
based on observed DNA microarray hybridization patterns. Genome Biol
6:R78. http://dx.doi.org/10.1186/gb-2005-6-9-r78.

35. Bohlander SK, Espinosa R, III, Le Beau MM, Rowley JD, Diaz MO.
1992. A method for the rapid sequence-independent amplification of mi-
crodissected chromosomal material. Genomics 13:1322–1324. http://dx
.doi.org/10.1016/0888-7543(92)90057-Y.

36. Chen EC, Miller SA, DeRisi JL, Chiu CY. 27 April 2011. Using a pan-viral
microarray assay (Virochip) to screen clinical samples for viral pathogens.
J Vis Exp http://dx.doi.org/10.3791/2536.

37. Breitling R, Armengaud P, Amtmann A, Herzyk P. 2004. Rank products:
a simple, yet powerful, new method to detect differentially regulated genes
in replicated microarray experiments. FEBS Lett 573:83–92. http://dx.doi
.org/10.1016/j.febslet.2004.07.055.

38. Strimmer K. 2008. fdrtool: a versatile R package for estimating local and
tail area-based false discovery rates. Bioinformatics 24:1461–1462. http:
//dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btn209.

39. R Core Team. 2013. R: a language and environment for statistical com-
puting. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

40. Teo J, Di Pietro P, San Biagio F, Capozzoli M, Deng YM, Barr I,
Caldwell N, Ong KL, Sato M, Tan R, Lin R. 2011. VereFlu: an
integrated multiplex RT-PCR and microarray assay for rapid detection
and identification of human influenza A and B viruses using lab-on-
chip technology. Arch Virol 156:1371–1378. http://dx.doi.org/10.1007
/s00705-011-0999-7.

41. Rotbart HA. 1990. Enzymatic RNA amplification of the enteroviruses. J
Clin Microbiol 28:438 – 442.

42. Allander T, Tammi MT, Eriksson M, Bjerkner A, Tiveljung-Lindell A,
Andersson B. 2005. Cloning of a human parvovirus by molecular screen-
ing of respiratory tract samples. Proc Natl Acad Sci U S A 102:12891–
12896. http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0504666102.

43. Nielsen AC, Gyhrs ML, Nielsen LP, Pedersen C, Bottiger B. 2013.
Gastroenteritis and the novel picornaviruses aichi virus, cosavirus, saffold
virus, and salivirus in young children. J Clin Virol 57:239 –242. http://dx
.doi.org/10.1016/j.jcv.2013.03.015.

44. Greninger AL, Runckel C, Chiu CY, Haggerty T, Parsonnet J, Ganem
D, DeRisi JL. 2009. The complete genome of klassevirus—a novel
picornavirus in pediatric stool. Virol J 6:82. http://dx.doi.org/10.1186
/1743-422X-6-82.

45. Biagini P, Uch R, Belhouchet M, Attoui H, Cantaloube JF, Brisbarre N,
de Micco P. 2007. Circular genomes related to anelloviruses identified in
human and animal samples by using a combined rolling-circle amplifica-
tion/sequence-independent single primer amplification approach. J Gen
Virol 88:2696 –2701. http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.83071-0.

46. Okamoto H, Takahashi M, Nishizawa T, Tawara A, Fukai K, Mura-
matsu U, Naito Y, Yoshikawa A. 2002. Genomic characterization of TT
viruses (TTVs) in pigs, cats and dogs and their relatedness with species-
specific TTVs in primates and tupaias. J Gen Virol 83:1291–1297.

47. Chu DK, Poon LL, Guan Y, Peiris JS. 2008. Novel astroviruses in
insectivorous bats. J Virol 82:9107–9114. http://dx.doi.org/10.1128/JVI
.00857-08.

48. Khamrin P, Maneekarn N, Peerakome S, Okitsu S, Mizuguchi M,
Ushijima H. 2008. Bovine kobuviruses from cattle with diarrhea. Emerg
Infect Dis 14:985–986. http://dx.doi.org/10.3201/eid1406.070784.

49. Atmar RL, Opekun AR, Gilger MA, Estes MK, Crawford SE, Neill
FH, Graham DY. 2008. Norwalk virus shedding after experimental
human infection. Emerg Infect Dis 14:1553–1557. http://dx.doi.org/10
.3201/eid1410.080117.

50. Lee N, Chan MC, Wong B, Choi KW, Sin W, Lui G, Chan PK, Lai RW,
Cockram CS, Sung JJ, Leung WK. 2007. Fecal viral concentration and
diarrhea in norovirus gastroenteritis. Emerg Infect Dis 13:1399 –1401.
http://dx.doi.org/10.3201/eid1309.061535.

51. Ramani S, Sankaran P, Arumugam R, Sarkar R, Banerjee I, Mohanty I,
Jana AK, Kuruvilla KA, Kang G. 2010. Comparison of viral load and
duration of virus shedding in symptomatic and asymptomatic neonatal
rotavirus infections. J Med Virol 82:1803–1807. http://dx.doi.org/10.1002
/jmv.21872.

52. Dennehy PH. 2011. Viral gastroenteritis in children. Pediatr Infect Dis J
30:63– 64. http://dx.doi.org/10.1097/INF.0b013e3182059102.

53. Breitbart M, Hewson I, Felts B, Mahaffy JM, Nulton J, Salamon P,

Rohwer F. 2003. Metagenomic analyses of an uncultured viral commu-
nity from human feces. J Bacteriol 185:6220 – 6223. http://dx.doi.org/10
.1128/JB.185.20.6220-6223.2003.

54. Finkbeiner SR, Allred AF, Tarr PI, Klein EJ, Kirkwood CD, Wang D.
2008. Metagenomic analysis of human diarrhea: viral detection and dis-
covery. PLoS Pathog 4:e1000011. http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat
.1000011.

55. Reyes A, Haynes M, Hanson N, Angly FE, Heath AC, Rohwer F,
Gordon JI. 2010. Viruses in the faecal microbiota of monozygotic
twins and their mothers. Nature 466:334 –338. http://dx.doi.org/10
.1038/nature09199.

56. Victoria JG, Kapoor A, Li L, Blinkova O, Slikas B, Wang C, Naeem A,
Zaidi S, Delwart E. 2009. Metagenomic analyses of viruses in stool sam-
ples from children with acute flaccid paralysis. J Virol 83:4642– 4651. http:
//dx.doi.org/10.1128/JVI.02301-08.

57. Zhang T, Breitbart M, Lee WH, Run JQ, Wei CL, Soh SW, Hibberd ML,
Liu ET, Rohwer F, Ruan Y. 2006. RNA viral community in human feces:
prevalence of plant pathogenic viruses. PLoS Biol 4:e3. http://dx.doi.org
/10.1371/journal.pbio.0040003.

58. Lin B, Blaney KM, Malanoski AP, Ligler AG, Schnur JM, Metzgar D,
Russell KL, Stenger DA. 2007. Using a resequencing microarray as a
multiple respiratory pathogen detection assay. J Clin Microbiol 45:443–
452. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.01870-06.

59. Brinkman NE, Fout GS. 2009. Development and evaluation of a generic
tag array to detect and genotype noroviruses in water. J Virol Methods
156:8 –18. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.03.010.

60. Brown DW, Gunning KB, Henry DM, Awdeh ZL, Brinker JP, Tzipori
S, Herrmann JE. 2008. A DNA oligonucleotide microarray for detecting
human astrovirus serotypes. J Virol Methods 147:86 –92. http://dx.doi.org
/10.1016/j.jviromet.2007.07.028.

61. Chizhikov V, Wagner M, Ivshina A, Hoshino Y, Kapikian AZ, Chuma-
kov K. 2002. Detection and genotyping of human group A rotaviruses by
oligonucleotide microarray hybridization. J Clin Microbiol 40:2398 –
2407. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.40.7.2398-2407.2002.

62. Lovmar L, Fock C, Espinoza F, Bucardo F, Syvanen AC, Bondeson K.
2003. Microarrays for genotyping human group a rotavirus by multiplex
capture and type-specific primer extension. J Clin Microbiol 41:5153–
5158. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.41.11.5153-5158.2003.

63. Vinje J, Koopmans MP. 2000. Simultaneous detection and genotyping of
“Norwalk-like viruses” by oligonucleotide array in a reverse line blot hy-
bridization format. J Clin Microbiol 38:2595–2601.

64. Ayodeji M, Kulka M, Jackson SA, Patel I, Mammel M, Cebula TA,
Goswami BB. 2009. A microarray based approach for the identification of
common foodborne viruses. Open Virol J 3:7–20. http://dx.doi.org/10
.2174/1874357900903010007.

65. Chen H, Mammel M, Kulka M, Patel I, Jackson S, Goswami BB.
2011. Detection and identification of common food-borne viruses with
a tiling microarray. Open Virol J 5:52–59. http://dx.doi.org/10.2174
/1874357901105010052.

66. Chen Q, Li J, Deng Z, Xiong W, Wang Q, Hu YQ. 2010. Comprehensive
detection and identification of seven animal coronaviruses and human
respiratory coronavirus 229E with a microarray hybridization assay. In-
tervirology 53:95–104. http://dx.doi.org/10.1159/000264199.

67. Honma S, Chizhikov V, Santos N, Tatsumi M, Timenetsky Mdo C,
Linhares AC, Mascarenhas JD, Ushijima H, Armah GE, Gentsch JR,
Hoshino Y. 2007. Development and validation of DNA microarray for
genotyping group A rotavirus VP4 (P[4], P[6], P[8], P[9], and P[14]) and
VP7 (G1 to G6, G8 to G10, and G12) genes. J Clin Microbiol 45:2641–2648
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00736-07.

68. Jaaskelainen A J, Piiparinen H, Lappalainen M, Koskiniemi M, Vaheri
A. 2006. Multiplex-PCR and oligonucleotide microarray for detection of
eight different herpesviruses from clinical specimens. J Clin Virol 37:83–
90. http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2006.05.010.

69. Kim JM, Kim SY, Park YB, Kim HJ, Min BS, Cho JC, Yang JM, Cho YH,
Ko G. 2012. Simultaneous detection of major enteric viruses using a
combimatrix microarray. J Microbiol 50:970 –977. http://dx.doi.org/10
.1007/s12275-012-2228-9.

70. Leblanc N, Gantelius J, Schwenk JM, Stahl K, Blomberg J, Andersson-
Svahn H, Belak S. 2009. Development of a magnetic bead microarray for
simultaneous and simple detection of four pestiviruses. J Virol Methods
155:1–9. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.04.010.

71. Lin B, Vora GJ, Thach D, Walter E, Metzgar D, Tibbetts C, Stenger DA.
2004. Use of oligonucleotide microarrays for rapid detection and serotyp-

Martínez et al.

144 jcm.asm.org January 2015 Volume 53 Number 1Journal of Clinical Microbiology

 on January 23, 2015 by U
N

A
M

-U
N

IV
E

R
S

ID
A

D
 N

A
C

IO
N

A
L A

U
TO

N
O

M
A

 D
E

 M
E

X
IC

O
http://jcm

.asm
.org/

D
ow

nloaded from
 

http://dx.doi.org/10.1073/pnas.95.4.1460
http://dx.doi.org/10.1186/gb-2005-6-9-r78
http://dx.doi.org/10.1016/0888-7543(92)90057-Y
http://dx.doi.org/10.1016/0888-7543(92)90057-Y
http://dx.doi.org/10.3791/2536
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2004.07.055
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2004.07.055
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btn209
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btn209
http://dx.doi.org/10.1007/s00705-011-0999-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00705-011-0999-7
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0504666102
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2013.03.015
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2013.03.015
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-6-82
http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-6-82
http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.83071-0
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.00857-08
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.00857-08
http://dx.doi.org/10.3201/eid1406.070784
http://dx.doi.org/10.3201/eid1410.080117
http://dx.doi.org/10.3201/eid1410.080117
http://dx.doi.org/10.3201/eid1309.061535
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.21872
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.21872
http://dx.doi.org/10.1097/INF.0b013e3182059102
http://dx.doi.org/10.1128/JB.185.20.6220-6223.2003
http://dx.doi.org/10.1128/JB.185.20.6220-6223.2003
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1000011
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1000011
http://dx.doi.org/10.1038/nature09199
http://dx.doi.org/10.1038/nature09199
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02301-08
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02301-08
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.0040003
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.0040003
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.01870-06
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.03.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2007.07.028
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2007.07.028
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.40.7.2398-2407.2002
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.41.11.5153-5158.2003
http://dx.doi.org/10.2174/1874357900903010007
http://dx.doi.org/10.2174/1874357900903010007
http://dx.doi.org/10.2174/1874357901105010052
http://dx.doi.org/10.2174/1874357901105010052
http://dx.doi.org/10.1159/000264199
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00736-07
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2006.05.010
http://dx.doi.org/10.1007/s12275-012-2228-9
http://dx.doi.org/10.1007/s12275-012-2228-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.04.010
http://jcm.asm.org
http://jcm.asm.org/


ing of acute respiratory disease-associated adenoviruses. J Clin Microbiol
42:3232–3239. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.42.7.3232-3239.2004.

72. Lopez-Campos G, Coiras M, Sanchez-Merino JP, Lopez-Huertas MR,
Spiteri I, Martin-Sanchez F, Perez-Brena P. 2007. Oligonucleotide mi-
croarray design for detection and serotyping of human respiratory adeno-
viruses by using a virtual amplicon retrieval software. J Virol Methods
145:127–136. http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2007.05.018.

73. Mattison K, Corneau N, Berg I, Bosch A, Duizer E, Gutierrez-Aguirre
I, L’Homme Y, Lucero Y, Luo Z, Martyres A, Myrmel M, O’Ryan M,
Pagotto F, Sano D, Svraka S, Urzua U, Bidawid S. 2011. Development
and validation of a microarray for the confirmation and typing of norovi-
rus RT-PCR products. J Virol Methods 173:233–250. http://dx.doi.org/10
.1016/j.jviromet.2011.02.011.

74. Shih SR, Wang YW, Chen GW, Chang LY, Lin TY, Tseng MC, Chiang
C, Tsao KC, Huang CG, Shio MR, Tai JH, Wang SH, Kuo RL, Liu WT.
2003. Serotype-specific detection of enterovirus 71 in clinical specimens
by DNA microchip array. J Virol Methods 111:55– 60. http://dx.doi.org
/10.1016/S0166-0934(03)00151-4.

75. Susi P, Hattara L, Waris M, Luoma-Aho T, Siitari H, Hyypia T,
Saviranta P. 2009. Typing of enteroviruses by use of microwell oligonu-
cleotide arrays. J Clin Microbiol 47:1863–1870. http://dx.doi.org/10.1128
/JCM.02226-08.

76. Vora GJ, Meador CE, Stenger DA, Andreadis JD. 2004. Nucleic acid
amplification strategies for DNA microarray-based pathogen detection.
Appl Environ Microbiol 70:3047–3054. http://dx.doi.org/10.1128/AEM
.70.5.3047-3054.2004.

77. Pang XL, Preiksaitis JK, Lee BE. 2014. Enhanced enteric virus detection
in sporadic gastroenteritis using a multi-target real-time PCR panel: a
one-year study. J Med Virol 86:1594 –1601. http://dx.doi.org/10.1002/jmv
.23851.

78. Simpson R, Aliyu S, Iturriza-Gomara M, Desselberger U, Gray J. 2003.
Infantile viral gastroenteritis: on the way to closing the diagnostic gap. J
Med Virol 70:258 –262. http://dx.doi.org/10.1002/jmv.10386.

79. Kapusinszky B, Minor P, Delwart E. 2012. Nearly constant shedding of
diverse enteric viruses by two healthy infants. J Clin Microbiol 50:3427–
3434. http://dx.doi.org/10.1128/JCM.01589-12.

80. Mitui MT, Bozdayi G, Ahmed S, Matsumoto T, Nishizono A, Ahmed K.
2014. Detection and molecular characterization of diarrhea causing vi-
ruses in single and mixed infections in children: a comparative study be-
tween Bangladesh and Turkey. J Med Virol 86:1159 –1168. http://dx.doi
.org/10.1002/jmv.23744.

81. Koh H, Baek SY, Shin JI, Chung KS, Jee YM. 2008. Coinfection of viral
agents in Korean children with acute watery diarrhea. J Korean Med Sci
23:937–940. http://dx.doi.org/10.3346/jkms.2008.23.6.937.

82. Roman E, Wilhelmi I, Colomina J, Villar J, Cilleruelo ML, Nebreda
V, Del Alamo M, Sanchez-Fauquier A. 2003. Acute viral gastroen-
teritis: proportion and clinical relevance of multiple infections in
Spanish children. J Med Microbiol 52:435– 440. http://dx.doi.org/10
.1099/jmm.0.05079-0.

83. Tran A, Talmud D, Lejeune B, Jovenin N, Renois F, Payan C, Leveque
N, Andreoletti L. 2010. Prevalence of rotavirus, adenovirus, norovirus,
and astrovirus infections and coinfections among hospitalized children in
northern France. J Clin Microbiol 48:1943–1946. http://dx.doi.org/10
.1128/JCM.02181-09.

84. Belak S, Karlsson OE, Blomstrom AL, Berg M, Granberg F. 2013. New
viruses in veterinary medicine, detected by metagenomic approaches. Vet
Microbiol 165:95–101. http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.01.022.

85. Bodewes R, Kik MJ, Raj VS, Schapendonk CM, Haagmans BL, Smits SL,
Osterhaus AD. 2013. Detection of novel divergent arenaviruses in boid
snakes with inclusion body disease in The Netherlands. J Gen Virol 94:
1206 –1210. http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.051995-0.

86. Bodewes R, van de Bildt MW, Schapendonk CM, van Leeuwen M, van
Boheemen S, de Jong AA, Osterhaus AD, Smits SL, Kuiken T. 2013.
Identification and characterization of a novel adenovirus in the cloacal
bursa of gulls. Virology 440:84 – 88. http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2013
.02.011.

Microarray for Gastrointestinal Viruses

January 2015 Volume 53 Number 1 jcm.asm.org 145Journal of Clinical Microbiology

 on January 23, 2015 by U
N

A
M

-U
N

IV
E

R
S

ID
A

D
 N

A
C

IO
N

A
L A

U
TO

N
O

M
A

 D
E

 M
E

X
IC

O
http://jcm

.asm
.org/

D
ow

nloaded from
 

http://dx.doi.org/10.1128/JCM.42.7.3232-3239.2004
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2007.05.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2011.02.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2011.02.011
http://dx.doi.org/10.1016/S0166-0934(03)00151-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0166-0934(03)00151-4
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.02226-08
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.02226-08
http://dx.doi.org/10.1128/AEM.70.5.3047-3054.2004
http://dx.doi.org/10.1128/AEM.70.5.3047-3054.2004
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.23851
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.23851
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.10386
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.01589-12
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.23744
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.23744
http://dx.doi.org/10.3346/jkms.2008.23.6.937
http://dx.doi.org/10.1099/jmm.0.05079-0
http://dx.doi.org/10.1099/jmm.0.05079-0
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.02181-09
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.02181-09
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.01.022
http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.051995-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2013.02.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.virol.2013.02.011
http://jcm.asm.org
http://jcm.asm.org/


Anexo 2. Material suplementario del artículo

87



Supplementary Table 1. Primers used in diagnostic and real-time RT-PCR and PCR

Virus species primer ID Sequence 5'-3' Application Conc.
Human Astrovirus F-AST ACRACATGTGCTGCTGTTACT RT-PCR 10 uM

R-AST ACYAGATTCGAGATCCGTGA RT-PCR 10 uM
ORF1bG-F ATGAATTATTTTGATACTGAGGAAGATTACTTGGAA qRT-PCR 100 nM
ORF1bG-R CTTTCTTGAGAAATAGATACCAAAGTACTTCAG qRT-PCR 100 nM

Human Adenovirus hex1deg GCCSCARTGGKCWTACATGCACAT PCR and qPCR 120 nM
hex2deg CAGCACSCCICGRATGTCAAA PCR 120 nM
AQ1 GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT qPCR 120 nM

Calicivirus p290 GATTACTCCARGTGGGAYTCMAC PCR 10 uM
p289 TGACRATKTMATCATMCMCRTA RT-PCR 10 uM

Norwalk virus JV12Y ATACCACTATGATGCAGATTA qRT-PCR 300 nM
JV13I TCATCATCACCATAGAAAGAG qRT-PCR 300 nM

Human Enterovirus 5'UTR-F CGGCCCCTGAATGCGGCTAA RT-PCR and qRT-PCR 900 nM
5'UTR-R ATTGTCACCATAAGCAGCC RT-PCR and qRT-PCR 900 nM

Rotavirus A P1-VP6 AAGTAGCTGGATTTGATTATTC RT-PCR 10 uM
P2-VP6 GACTCACAAACTGCAGATTCAA RT-PCR 10 uM
F-gene10 TCCTGGAATGGCGTATTTTC qRT-PCR 100 nM
R-gene10 GAGCAATCTTCATGGTTGGAA qRT-PCR 100 nM

Human Parechovirus parechoF12 CCARAAYTCITGGGGYTC RT-PCR 400 nM
parechoR12 AAICCYCTRTCYARRTAWGC RT-PCR 400 nM

Anellovirus NG779 ACWKMCGAATGGCTGAGTTT RT-PCR 200 nM
NG780 RGTGRCGAATGGYWGAGTTT RT-PCR 200 nM
NG781 CCCKWGCCCGARTTGCCCCT RT-PCR 200 nM
NG782 AYCTWGCCCGAATTGCCCCT RT-PCR 200 nM
NG785 CCCCTTGACTBCGGTGTGTAA RT-PCR 200 nM
NG792 TTTATGCYGCYAGACGRAGA RT-PCR 200 nM
NG793 TTTAYCMYGCCAGACGGAGA RT-PCR 200 nM
NG794 TTTATGCCGCCAGACGRAGG RT-PCR 200 nM
NG791 CTCACCTYSGGCWCCCGCCC RT-PCR 200 nM



Supplementary Table 2. Viral species included in microarray.

Family/Subfamilya Genus Species Number of Probes
Adenoviridae Atadenovirus Bovine adenovirus D 8

Mastadenovirus Bovine adenovirus C 6
Canine adenovirus 13
Human adenovirus A 18
Human adenovirus B 10
Human adenovirus C 13
Human adenovirus E 7
Human adenovirus F 17
Human adenovirus G 16
Ovine adenovirus A 8
Porcine adenovirus A 8
Porcine adenovirus B 8
Porcine adenovirus C 10

Herpesviridae/Alphaherpesvirinae Simplexvirus Human herpesvirus 1 8
Human herpesvirus 2 7

Varicellovirus Human herpesvirus 3 7
Phocid herpesvirus 1 12

Anelloviridae Alphatorquevirus Torque teno virus 21
Betatorquevirus Torque teno mini virus 10
Deltatorquevirus Torque teno tupaia virus 12
Epsilontorquevirus Torque teno tamarin virus 6
Etatorquevirus Torque teno felis virus 7
Gammatorquevirus Torque teno midi virus 6
Iotatorquevirus Torque teno sus virus 6
Lambdatorquevirus Torque teno zalophus virus 6
Thetatorquevirus Torque teno canis virus 4
Zetatorquevirus Torque teno douroucouli virus 6

Arenaviridae Arenavirus Guanarito virus 5
Junin virus 12
Lymphocytic choriomeningitis virus 15
Machupo virus 17



Astroviridae Avastrovirus Chicken astrovirus 11
Duck astrovirus 6
Turkey astrovirus 6

Mamastrovirus Bat astrovirus 6
Mamastrovirus 1 4
Mamastrovirus 2 6
Mink astrovirus 6
Ovine astrovirus 4
Porcine astrovirus 5

Herpesviridae/Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Human herpesvirus 5 8
Roseolovirus Human herpesvirus 6 6

Caliciviridae Lagovirus European brown hare syndrome virus 6
Rabbit hemorrhagic disease virus 8

Norovirus Bovine enteric calicivirus 10
Norwalk virus 12
Sapporo virus 14

Vesivirus Feline calicivirus 22
Rabbit vesivirus 6

Circoviridae Circovirus Beak and feather disease virus 5
Canary circovirus 4
Porcine circovirus 1 5
Porcine circovirus 2 2

Gyrovirus Chicken anemia virus 2
Coronaviridae Alphacoronavirus Alphacoronavirus 1 28

Porcine epidemic diarrhea virus 8
Betacoronavirus Betacoronavirus 1 10

Human coronavirus HKU1 8
Murine coronavirus 7
SARS coronavirus 8

Gammacoronavirus Avian coronavirus 13
Torovirus Bovine torovirus 6

Equine torovirus 6
Human torovirus 9
Porcine torovirus 8

Flaviviridae Flavivirus Dengue virus 9



Japanese encephalitis virus 6
West nile virus 8
Yellow fever virus 7
Zika virus 11

Hepacivirus Hepatitis C virus 6
Pestivirus Border disease virus 16

Bovine viral diarrhea virus 1 6
Bovine viral diarrhea virus 2 18
Classical swine fever virus 11

Herpesviridae/Gammaherpesvirinae Lymphocryptovirus Human herpesvirus 4 7
Rhadinovirus Human herpesvirus 8 10

Hepeviridae Hepevirus Hepatitis e virus 10
Orthomyxoviridae Influenzavirus A Influenza A virus 18

Influenzavirus B Influenza B virus 22
Influenzavirus C Influenza C virus 12

Paramyxoviridae Avulavirus New castle disease virus 14
Morbillivirus Canine distemper virus 8

Measles virus 12
Peste-des-petits-ruminants-virus 8
Phocine distemper virus 12
Rinderpest virus 12

Respirovirus Bovine parainfluenza virus 3 9
Parvoviridae/Parvovirinae Bocavirus Bovine parvovirus 8

Canine minute virus 6
Human bocavirus 12

Parvovirus Canine parvovirus 2
Feline panleukopenia virus 4
Chicken parvovirus 4
Minute virus of mice 4
Porcine parvovirus 7

Picobirnaviridae Picobirnavirus Human picobirnavirus 11
Rabbit picobirnavirus 6

Picornaviridae Cardiovirus Encephalomyocarditis virus 12
Theilovirus 17

Cosavirus Cosavirus A 6



Cosavirus B 8
Cosavirus C 2
Cosavirus D 8

Enterovirus Enterovirus A 5
Enterovirus B 8
Enterovirus C 17
Enterovirus D 13
Enterovirus E 16
Enterovirus G 17
Enterovirus H 9

Hepatovirus Hepatitis A virus 8
Kobuvirus Aichi virus 4

Bovine kobuvirus 6
Parechovirus Human parechovirus 14

Ljungan virus 13
Salivirus Salivirus A 10
Sapelovirus Porcine sapelovirus 16
Teschovirus Porcine teschovirus 6

Polyomaviridae Polyomavirus BK polyomavirus 8
JC polyomavirus 3

Reoviridae Orthoreovirus Avian orthoreovirus 6
Baboon orthoreovirus 8
Mammalian orthoreovirus 25
Nelson bay orthoreovirus 8
Reptilian orthoreovirus 13

Rotavirus Rotavirus A 42
Rotavirus B 8
Rotavirus C 10

a clasification based on ICTV 2009 report



Supplementary Table 3 Probes selected for detection

PROBE_ID SEQUENCE
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE01 AAGTATTGGGAGGAATCTGATACAAATTGTTAACAGCTCCCAAATAGTCTGCAAAATTTTGATCATTAGT
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE02 GAGTCAGAGAAGGTGAAGCGCCATTAAGGGATTGAAACAATTCATTATTAAAAGCTTTTCCTCTGTACTT
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE03 CTTTAACTCTGTTAAAGCTCCAACCTCTAAAAGCGCCCCAAGATCTATCCGGAACATTAACAACAACCGT
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE04 TCCATCCTAATGGGTCAAATATGTACATTTTATAATATATAGGATCCCAAGCCATCGCAACCCAATGAAC
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE05 TAATAGTTTTATCAGGTAGCTGTTGGGTACATGAGGCATAAAATGGAGAATCCATCACAAATATAGATTC
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE06 TGAAACAAAGCACTGGTGGGAGCAGATAAAGTTCAACCCAGTAGGTGCACTGGAATCCACAAAAAGGCTT
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE07 TTGTGATTGGATCAGTAAATTTAAGCGATAAAATCAAACCTTCACTTTCTAACCCATTTCCTGCTTGAAT
BOVINE_ADENOVIRUS_D_PROBE08 TCCTAGAATTAAAGCTATGATAGTTGTGGCTGACTGTGAGCCTCCCACATTAGAATACTTAGATGTGTTG
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE01 AAAAACCAGGAAAATGCTTGTCATTTATGCCAAGAAAAAACGGCCCACAACCTAGATCAATAACAATGTG
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE02 AAGCGTGTAAGAACATACAACAATATAAACCACATGCTGCACTGTGGGGACTTTGCACACTCTCGTTATT
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE03 CGGAATTTAAAAATAAAGGGGCTTCTACCATAGTAATAATATTTGATTGTGTTTCTAACACTCCTTGTGT
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE04 TGTAGAGGAAGTTGATTGGCAAAAAGCCATGGATTTAGCGGTACAAATTTTGCAACCTTTAAAGGTTGAT
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE05 CGCTTCCTAGTGTTTCACCCGTGACACGTAATGTGCTTCCGGTGTCGAGAGTTAAGGAACCGGTTTCATA
BOVINE_ADENOVIRUS_C_PROBE06 TTCCATGTCGGGCGGCCGCCTAATTGTTGAAAAACATTTGATTGACCGGATCCCTAAGCTTTTGGCCTAC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE01 AGCGCAAACAGCCAAAAATAGGACCCACATGGGGGTCAAAAGTGTTTTCCCACCGCTCAAAGGTGGTCGC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE02 TTTCCTCTAAGCACAGCAACATGTCGTCAGAAATGCTAGCAGGAGAGGTGGGATGCGGTGGAATAGGTGA
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE03 ATCCCGCCCAGTTTCTGGCGGGAATGGAGATTGGCAGGTTAGTAGTGTTGGCAGGGATGGGATAAAGCAT
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE04 CATCAAAAAGATCGTGCAGAGTAGGCGGCGAGGGGCTGCCATGAGAATACTCACAGTCAAGGCAGTCCGG
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE05 GCCACTCTTCCAGTAGCTCTAAAACATAATCATGGAGATTGCGCGGCGCCGGCACAATAGTATATTTCAT
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE06 TGCCCCAGGGCTTTTCTCCCCAAGTAGTGGTGGAGTTAATGTTTCCTGTGGACATAAGCTGTCCAAACTG
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE07 AGTTGACAAAGGCATGCAAAAACATACAACAAAACAGTCCACAGGCGGCGCTATTGGGACCCTGAATGGT
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE08 GTGAAACCGGCGGAGTGGATAAAGGACTAAACCCAGAATCAGCCTCAGTGCTCGCACTCGAATCAGTGTC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE09 GAGGGGTTGCCACCAAAGCTCCGCTCTGCACGGCAAGGCCGGCACCTACTTGCAGAGAAACAGAATTGTC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE10 TAAAAGCAGTCCTGGCTTTAATTGCAGCGGCGTGGGCGCGAAAGTAAGCAGAGTGTTTTTCCAAAAACTT
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE11 CTTCATCATCTTCCTCCTCAGCTCCAGCCGAAGCGGGTTCTGAACGTACAGGCATAGCAAAAGGCACTTC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE12 GTGGCTTCAAAGACAAATCCAAAGGTTCTGTTTGCTCAGGCTCTGGCACGCAAGGGCGTTTGCTGACCCC
CANINE_ADENOVIRUS_PROBE13 AGCTATCTACAGCCTGGTTCCACATGGAAAAGTAGCGGGACCTGTCTGTGAGGGCATCCAGCAGCAGCTG
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE01 AGCGGTTAGCTTGGGGCTGCTGGCGAAAAGCATCAGGACTGCGCGCCGTTAAAGCCATAATACGATCCAT
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE02 CGTCCTCTGCCTGACTCTCCCAAGATTCTTCCTCCCAGATTTCCTGCCGTTGCTGCTGTTTCTTTGAGCG
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE03 TTGGGAAAAAGGCATGGAAGCCATGGCTATGCTAATGGAAAAGTACCATGTGGATCACGACGAGCGCGCC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE04 CGCAACTAGGCCCTTCGCCAGAGTCAAGTACATGGCCTTCTTGCACCTGTTGTTCCATGTTTACTTCTCC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE05 GGGTAACGCATCGGTCTTTAGTGGCCGCTAGCGCACTACGGCGCAACAGACTTTCGTACTCAAACTGATA
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE06 AGGTAACAAAACGTCGCATAGTTTGATCAGACACCCCACAAACCATATTATGCTTTAAAATAGCCATTCC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE07 GACCGGCAGTGTTAACAATAGCACATGATAAGCGGTCGCGAGACACAAAACCCGGAAAACGTTTGTCAAA
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE08 GGCTTTGCATGGCCGCCAAAACCGCGGGATCCAGGTTAGGAGCCCTCTCCGCGATGATCGCCGGTCGCTG
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE09 GAGCCCGCCATGAGCAGTAGCCCCGACGCGCCTGCTTGCGATTCTTACCCAAGTTTGCGGCGCTGGTTTC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE10 GCACTCACAGAGGGAGCGCACCCCAGACCGCAGCGCTCAGCCGCCGCCGCCAAAAATGGGCAGATACTTT
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE11 AAACTAGGGGCTGGCTTGCCGGATTGCGAACAACAACAACATTCTTTTCATTTTCGTCGCTGTTTTGAGC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE12 ACTTTCCGGAGAAAGAATTATTCCCGCAGCCAACATCATGAAAACAGCAGCGGGCATCGTCGTTTTTAAT
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE13 TACTCAAATGTGGGCTTATACCTACCAGACGACTTAAAATACACTCCAGGAAACATAAAACTACCTGATA
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE14 ACCACCGAAACGCAGGGTTGCGCTACAGATCCATGTTGCTAGGCAATGGGAGATTTGTTCCTTTTCACAT



HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE15 TGGGAAATGATCTTCGGGTGGACGGAGCCAGCGTTCGCTTTGACAACATTGCCCTGTATGCTAACTTTTT
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE16 ACAGCTGTGGAAAGCATCACACAGAAAAAGTTTCTATGCGATCGTGTTATGTGGCGCATCCCATTTTCTA
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE17 GGACCGCGGAATACCACTGAAGGATAGACCCCTTAAATCTGTATACGGAGACACTGACAGTCTTTTTGTC
HUMAN_ADENOVIRUS_A_PROBE18 GGTCAGTTGAATGTGAAACTGTTTGTAGTTATTGTGGCGCAGATGCTTATTCTCCAGAATCTGTTTTTTT
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE01 GGTAATATTCCGGCCCTCTTGGATGTAGATGCCTATGAGAACAGTAAGAAAGAACAAAAAGCCAAAATAG
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE02 ATGCTGGTCATGAAACTCTCAGGAGAAGAGCGTCTCGTCAACATGGCCCACGATCTAGCCATTAAACTCA
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE03 CTCTCAGGAGAAGAGCGTCTCGTCAACATGGCCCACGATCTAGCCATTAAACTCAAGTGGGATCGATGGC
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE04 TAAGCTACCTCACGTCAGAGGCACGCCGCGTTTCATAGAATTATACATCGTAGGACACAACATCAACGGT
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE05 CCTCGGTAACGACCTGCGGGTAGATGGCGCCAGCATCAGTTTCACGAGCATCAACCTCTATGCTACTTTT
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE06 GACCTGCGGGTAGATGGCGCCAGCATCAGTTTCACGAGCATCAACCTCTATGCTACTTTTTTCCCCATGG
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE07 ATAGAAGCTATAATGTGTTGGAAGACAAAATCAACACAGCCTATCGCAGTTGGTATCTTTCGTACAATTA
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE08 CTCCACTAGACAAGTCAGTAACTACCCTGTGGTGGGTGCAGAGCTTATGCCCGTCTTCTCAAAGAGCTTC
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE09 TATGCCCGTCTTCTCAAAGAGCTTCTACAACGAACAAGCTGTGTACTCCCAGCAGCTCCGCCAGTCCACC
HUMAN_ADENOVIRUS_B_PROBE10 AATGCCATCATAGATAATTACTTGAAAGTGGGTAGACAGAATGGAGTGCTTGAAAGTGACATTGGTGTTA
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE01 GATGCATGGCCAGAAAATCCAGCAGGTACCCCCCGCTCAGATGGGTTTCTTCGCTCCATTTATCCTTTAT
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE02 CCGCCTCCTCGTTGGGATCTTCGGGGGCCGTCACGTCTAAATCATACAGTTCGTGAAGGGTAGGTGGTTC
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE03 GTGCAGTAGGGGCGGCCCTGGTTCCAGTGGTGTCCCATCTACGGTTGGGTCGGCGAACAGGCAGTGCCGG
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE04 GCGCCGGCGGAAAAGTGAATAAGTCAATCCCTTCCTGCACCGCCAACATTACAGACTCGGGAAAAATCTG
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE05 CCCGCCGCCTGGGCGCGGTTGCGTGCAGCAGTTCCACCTCGTCGTCAAGTTCATCATCATCATCATCTTT
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE06 ACCTCCAAAACCAAGAGGTACTGTTAGAGCTCTGTTCCAGCAAGTTACGCACAGCAGAAAAATCTTCCAA
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE07 TAGCTCCCAAGGGCGCTCCTAACTCCTGTGAGTGGGAACAAACCGAAGATAGCGGCCGGGCAGTTGCCGA
HUMAN_ADENOVIRUS_C_PROBE08 GAAACCCCAGACACACATCTGTCTTACAAACCTGGAAAAGGTGATGAAAATTCTAAAGCTATGTTGGGTC
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OVINE_ADENOVIRUS_A_PROBE04 TGTCAAAAGTTCCTAAAAAGTAAGGACTTATGCCTAAGTCGCGAACAATAGCTCGCAACTCTTCTTCCCT
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PHOCID_HERPESVIRUS_1_PROBE12 TACGTTCGTAGCGTCCGCCGGAAGGTGCATGAAATTGATTTTTGGGTAACCTGTCAATATTATATAAATA
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ALPHATORQUEVIRUS_PROBE09 TGGGTGTTGTTGTACTAGGTTGTGGCCATACTTTTTTGCTAACTGGATTATTAACTTCATAGTTAAAGTT
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ALPHATORQUEVIRUS_PROBE14 GGAAAGTGCCACTGCAAGCTCTGCCAGTACCACCGCCTAAACGGACTAGCATGAGCTGGGTACAACCGGT
ALPHATORQUEVIRUS_PROBE15 AGCTGGCTCACCTTTCCTAAAGGCAGAAAATATGTAAAGGTTAAAATACCTCCACCTAAGTTATTTGAAG
ALPHATORQUEVIRUS_PROBE16 AGTTTATACTGTCCGGCCGCAGGTCGGTGGAGGAGCGACAGTAACGACCCCAGACCAGCCCTGGGCGGGT
ALPHATORQUEVIRUS_PROBE17 GTCCGGCCGCAGGTCGGTGGAGGAGCGACAGTAACGACCCCAGACCAGCCCTGGGCGGGTGCCGGAGGTG
ALPHATORQUEVIRUS_PROBE18 GCCGCAGGTCGGTGGAGGAGCGACAGTAACGACCCCAGACCAGCCCTGGGCGGGTGCCGGAGGTGAGTTT
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BETATORQUEVIRUS_PROBE07 CTAACGGTTTTATGGAAAGATATATGAAAGACAATGGAACATCACCATACTCCCCATTAACAGGACAAAT
BETATORQUEVIRUS_PROBE08 GACAATGCATATTATTAGGAACAGTAACAGACTATACAACAGGAACCCAACTTTCATCCATAAACTTACA
BETATORQUEVIRUS_PROBE09 TTGGAGAAGAAAATACAGGGTAAGAAAAAGAAAACTTAAATACTTACCCTTAAGACAATGGCAACCTCAT
BETATORQUEVIRUS_PROBE10 TTATAATGCATACTATCAACACAAATATTGGGGAAATCCCTTTTTTACAAATTGGTTCCATGGTGACCAA
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BETATORQUEVIRUS_PROBE20 TCTGATGTTTGGAGAAACTGGAACATTTGTTGGAGTAGTTTTGCTGACTCTGGTTCTGTAATTTGAGAAA



DELTATORQUEVIRUS_PROBE01 CGGCGTCTGCTGGGTTCTCTAGTTGTTTTGCGGCCCAGCGGCCGCGCATACCTGCTGGTACCCTCGAGCG
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DELTATORQUEVIRUS_PROBE03 AATGTTCTTTGTACATTGCTTCCAAAGTAAATACTCCGTATCCATATCCTCCGGGATACACGTGAAATGG
DELTATORQUEVIRUS_PROBE04* TCTGTGAGGATTCCGTCCTTGTCATAGTCGCTGGGTCGCACGGTGTACTTATGAGGGTTTTGTGGTGGTG
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EPSILONTORQUEVIRUS_PROBE05 CTTCGCCACCAGCGGCCGCCCCGTCTCCTCCAGCGCCTCCTTCTCCAATACCTCCGGCCGTACGCCATGG
EPSILONTORQUEVIRUS_PROBE06 TGGCGTCTTCGAAAGCGGCGAGCGCGGCGGCCATAGCGGCGTCGGCGCCATCTTCTCCGTCTTCTGCGCC
ETATORQUEVIRUS_PROBE01 ACAGTTCGAGGTCGTCGTCTCCATCGTCTCCAACGGCGATAGATGCCATGACCTCTTCGGGATCTTCGTC
ETATORQUEVIRUS_PROBE02 GTTCGAGGTCGTCGTCTCCATCGTCTCCAACGGCGATAGATGCCATGACCTCTTCGGGATCTTCGTCCCC
ETATORQUEVIRUS_PROBE03 CGGGGTTTGGGTCTGAGTACAGCAGCCTGCTGTTGCTCTTGGAGGGTTCTCCCTGGGGTCCCATCCCACC
ETATORQUEVIRUS_PROBE04 GTCGTCTGAGGAGCTGTCTTCGGGGTTTGGGTCTGAGTACAGCAGCCTGCTGTTGCTCTTGGAGGGTTCT
ETATORQUEVIRUS_PROBE05 GTTCGAGGTCGTCGTCTCCATCGTCTCCAACGGCGATAGATGCCATGACCTCTTCGGGATCTTCGTCCCC
ETATORQUEVIRUS_PROBE06 GCCTGTGCATGAGATATCCTGGGGTGATCCAGGTCTCTTCTGCTCTGTTTTTTTGCGAGGCTGTTTTGTC
ETATORQUEVIRUS_PROBE07 CTTCGGGATCTTCGTCCCCACTTTCTTTTGTAACGTGATAGGATACGGCGACCCCATCTCCGCCTTCTTC
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE01 GGATGAGCTTGAGGATGTTTTCCTCCGTTTCCTGCTCCTGGCATGTACTTTCTTCGCAGAGAGAGAGGAG
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE02 TTTCTTGGGTGCTGGTTCTTCCTTCTGCGTCTGCGACGGCGGCGAGCAGGTCTTCTATATTTTGTTCTTC
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE03 TGCTGGATGAGCTTGAGGATGTTTTCCTCCGTTTCCTGCTCCTGGCATGTACTTTCTTCGCAGAGAGAGA
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE04 AGACATTGGTTGATCTTTTCCGTTTTCTTTTGTGGGTCGTGGAGGACTGGTAGTAGTCTTTTTTTCTTGG
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE05 TAAATGCTTGTGCTAACTCTTTTTCAGTTTCTTGCTCAAATCCTGGTTTAAATCTGGTAAGGGTTATTCT
GAMMATORQUEVIRUS_PROBE06 TATCTGTTTCTATCCATTGGCCTATGTTATATTCTGTTTTTTTACCTCCATAGTTAGAGACAAATATCAT
IOTATORQUEVIRUS_PROBE01 TCCACAGGTGGTCTCTCCAGCTACCGCAGTCGCAGTGGTGGTCGTGTATGGATGTACAGCTGGTCAGCCA
IOTATORQUEVIRUS_PROBE02 CGTCAAATTCTGTGTCATACCAGAACAAGTAGCCCTGATTCTCTGTTGGATATAGTCTAATTCTGCACCC
IOTATORQUEVIRUS_PROBE03 CTCTCTCTTTCCTCTTCTTTCTCGGTTTCCGGGGCTTTGAGGAACGCCGACTGCGTGTAGGTATTTGGTG
IOTATORQUEVIRUS_PROBE04 GTGGCGGTATGAAAATGCTCTTTACTCTCCGTCTAATTGGCATCTTTTGTTTACATACTATTAAACGGGA
IOTATORQUEVIRUS_PROBE05 GCAGCGGTGATACCTTGATCTCCAATTTGGGTCGCGATTCCGCCTTGCCCGGCGTATTTGGGGTGTGTAA
IOTATORQUEVIRUS_PROBE06 CTTCTCCTCCATCCGCCTCTTCTCTTTCTATAATATCTGCGGCGGCGGCCAAATCTGCGTCGTCTAAAGC
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE01 CCGATAGTGGTACCTCCTGAAGGGTCTCCTCCATCTCCGGCGCCTGAACCTCCTCCGAAATGGCATTTTT
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE02 ATTCACAGTCTCCAGAGACCTTAAAGACATAACGGTATTTGAACCAGAGTGAGCAATTGTCTCCATTATA
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE03 CATCTGGATAACTGATCAATGAGATTGAGGATTCGGTGCTTGTGCTTTCGTAGGACATCTGACTGTCGGA
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE04 GATGAAGCATTTTATCAGTTACTTTTTGTCCAATTTTAATCATATATTCTTGTCTATTAACCCAGGCATT
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE05 GGACTAGGTCCACTAATTCTCTCAAGGCCTGTCTCCGTGAGGATCCCGTCATCTGTGTCTCCGAGGAGGA
LAMBDATORQUEVIRUS_PROBE06 ACTGTATGGTCAAGATCAGGAGAGTTGAGAATCCAATCAGCAACAATGTCCATGCGAGACAAAGACATAT
THETATORQUEVIRUS_PROBE01 GCCTTCGGTATCTCCTTACCCGCCTCCGGCGGCCCCAGGCTCGGCGTCTCCAGCGGCGGCGAGCATAGCC



THETATORQUEVIRUS_PROBE02 CAGCGGCGGCGAGCATAGCCGCGTCGTCTACGAGATCGAAAGAGACGGCGGGGTCTTCTCCACTTTCGGT
THETATORQUEVIRUS_PROBE03 GCTGCTTCCACGCTGCCTCGTGACGCTTCCATCTCTCCCTGTCCGGGCTCCAGGGTCCCGGGGTCGTGGG
THETATORQUEVIRUS_PROBE04 TGAGAAATATTTTTTTGCCTTTGCCATTCCATTTCCGGGGTTTTATGACCTTGTGTTTTTTGGTCATGAG
ZETATORQUEVIRUS_PROBE01 TGGAACCCTCTGGACCTGGGGCGGCAACGCTAGCCCAGGCGTTCATGGCCTGTAGGACCGCTTTGTAACC
ZETATORQUEVIRUS_PROBE02 TCGGAGCTGCTGGTGTCCGCCTCCGCCTCGAGGTATCGCTCGTCCTCGTCCGTGGGGTTCTCCGTCGGGA
ZETATORQUEVIRUS_PROBE03 GTCCCTGGGGCCAGTATCCGCGGGTCTGCAGGATGTTCCTCAGGTGGTCCCAGGCGCTGGAGCAGCTGCA
ZETATORQUEVIRUS_PROBE04 GGTCGTCTTCTTCTACGGGGCCGACGGCGCCATCGCCTCCGGCGCCTCCAGCGGCGGTACCGGCGACGCC
ZETATORQUEVIRUS_PROBE05 ACGGATTATCGATGCGAGCTCGGCCATCGAACGGAGGGAAGTTAGGTCCCTCCCACCTTGGTTGCTGGCA
ZETATORQUEVIRUS_PROBE06 TCCCGGAGCCGGGTTTCTGAGGGCTCTGTAACAGCATCAAGAGATCGCTTAACCCGGTCGACAGCGGAGG
GUANARITO_VIRUS_PROBE01 AAACACCTCAAGCAGAGGTAATGATCAGAGCATTTAATCAGATTCTTGTCAGCAAACCAGCAACACTTGC
GUANARITO_VIRUS_PROBE02 TTGTCAGCAAACCAGCAACACTTGCAGTTGTACCTCCCATAGAGACTGTGAATGGCAGTCCTCCTAAATT
GUANARITO_VIRUS_PROBE03 TACAGGAAAGGCCTTGGGAATTTTGTTCAGACAGATAGAAAGTCCCTACTACAGACTTTGGTGTTGTCGA
GUANARITO_VIRUS_PROBE04 ACCGAAATTGAGTAGGCCACAGAGGACCAGCAACACCCCCGGGCATCCCCGGTGGGGGCCCCACTGGGGC
GUANARITO_VIRUS_PROBE05 TCCGGAACTGTGATGCATGTGGGCAGCTGCTCCCAACAAATGTTGCAAAGATCAGAGTTTTTCAGCATGA
JUNIN_VIRUS_PROBE01 CCTCTTGTCTTGAAAGAGGGTATCTTTTACAGAGGTAATGAAAGGTTGTCAACATATAGAGTTGAGTTGT
JUNIN_VIRUS_PROBE02 TGATCTGACAAGGAAACCAGTTGCTGGTCCTAGACAGCCGGAAAAAAACGGTCAGAATTTGAGATTGGCT
JUNIN_VIRUS_PROBE03 GCTTCTTCTGTGCAGGATCTTCCTGCAAGCGCTAGGAATACAAAGAATTGGAATAAACCACTTTTGTACA
JUNIN_VIRUS_PROBE04 TTATGTTTCTATTCAGACGACTCTCCTACAGAGTTCACAAGCATCAGCTCAAATACAGGGAACTTGAAAT
JUNIN_VIRUS_PROBE05 CAGACACTCTCACGGCATCTTAATGAAGGACATAGAAGATGCAATGCCAGGAGTTCTTAGTTACGTGATC
JUNIN_VIRUS_PROBE06 AAGAGATCTTAAACTGGTTGATGTTAAGCTCACATCTGAACAAGCCAGGCAGTTTGATCAACAGGTCTGG
JUNIN_VIRUS_PROBE07 TTTGTGTCTGCTGCTCTACACAATGTTAAGTGTAAAACTCCAACACAACTGTCAGAGACTATAGACACAA
JUNIN_VIRUS_PROBE08 CAACACCCTTTGGCTCGACATTGAAGGACCAGCCACTGACCCTGTTGAGATGGCATTATTCCAACCTGCA
JUNIN_VIRUS_PROBE09 TTAATGATGGCAATGAGACTGACTGCAACAAGAGCAATGTTCAGAGCCTCCTGCAAAAAGGTTGGTATTT
JUNIN_VIRUS_PROBE10 ACTAAGCTGATGACCAGGTTAGTTGAAGACTTCTCAGAAGCTGTGGGTAGTTCAATGAGATACACATGCT
JUNIN_VIRUS_PROBE11 GATAAATTTGGTGACTGGTTGGAATTCTCAAATTTCAAGGTGGCATTCAGCAGATCTTTAAATGACCTGC
JUNIN_VIRUS_PROBE12 GGATTGTTGGAAAAGAGACCCACCATTGAGAAGGACACAGTCTGGAACTCAGTGTGCAGTCCGATTTTGA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE01 GCTAGGACCCAAACACCCAACTCAAAAGAGTTGCTCAATGAAATACAAATGTAGTCCCAAAGAAGAGGCC
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE02 TCCATACCGGAGCGCTTGTCGATAGTAGTCTTCAGGGACTCACAGAGTCTAAAATATTCAGACTCTTCAA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE03 ACTCCTCATAGGGAGGTAGGGAGCTTGGGACTGTTGACACCTTCAGTTTGGTTGGCAGTGGATACTTACA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE04 CCCCATTTGCTGTGATCCATACTATAGTTTAAGAACCCTTCCCGCACATTGATAGTCATTGACAAGATTG
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE05 TCAGGGTTTACTTTCTGAAAGTTTCTCTTTAATTTCCCACTTTCTAAATCTCTTCTAAACCTGCTGAAAA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE06 GGACAGGATTCGACTGCCTCCCTGCTTAATGTTAAGATATCATCACTATCAGCAAGGTTTTCATAGAGCT
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE07 GCAGTGGATACTTACAGAGAGGACATCTGTCGGAAACTGACAGCAGGAGATTCAGACAGTGTCTGCAAAG
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE08 CGGTAAGAGAACCACCCAAAACCAAACTGCAAATCATTCCTAAACATAGGCCTCTCCACATTTTTGTTCA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE09 TCATCCTGTTCTATATAGTTTAAACATAACTCTCTCAATTCTGAGATGATTTCATCCATTGCGCATCAAA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE10 CTTAGTCTAGCAACTGAGCTAGTTTTCATACTGTTTGTTAAGGCCAGACAAACAGATGATAATCTTCTCA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE11 GATAGTGGTCATGGCATCTAACCAAGCTGTCAAATTTCTGCCAACATGATTTACAATTTAGAGGACCAAG
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE12 AACTTGAGTCCCTCAATCAGAACCATTCTGGGTTCCCTTTGTCCCAGAAAGTTGAGTTTCTGCCTTGACA
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE13 GAGAACCACCCAAAACCAAACTGCAAATCATTCCTAAACATAGGCCTCTCCACATTTTTGTTCACCACCT
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE14 ACAAACTTTGTGAGAAGAGGGACTTCCTCCCCCCATACATAGAATCTAGATTTAAATTCTGCAGCGAACC
LYMPHOCYTIC_CHORIOMENINGITIS_VIRUS_PROBE15 AGGTGGTGTCTGGCAAAAGCTCTGCTCTGCCTGTATTGCTGGTGTCCCTTTCTTCTTTGGACTTGCCTTG
MACHUPO_VIRUS_PROBE01 TGCTCACAGAAGGCTTCAAGTTGCTCTCTAGTCTTGTTGAACTTGAGTCCTGTGAAGCACACGCCTGCCA
MACHUPO_VIRUS_PROBE02 GCACAGTGGATCCTAGGCGACACTTGGCCATGGATGAATATGTCCAAGAGTTGAAAGGGCTTATTAGAAA
MACHUPO_VIRUS_PROBE03 GGTCAGAATCTAAGACTAGCAAACCTGACTGAAATGCAAGAAGCAGTGATTAAAGAGGCTGTAAAGAAGT



MACHUPO_VIRUS_PROBE04 AGCGATGTTCAGAGCTTCCTGTAGAAAAACAGGAATCTCCTGAAAGAAGCTGATAAGCTGCCCCATGTGT
MACHUPO_VIRUS_PROBE05 GCGCTTGGCTCCACGGGAACCGTGATGGAAGTTGGCAGTGGTTTCCAGCATATGTGACAAAGTTCAGAAT
MACHUPO_VIRUS_PROBE06 TTCTGCTGGAGACCTTTGTAAGAGTAAACCCAGATGAGTTCGAGAAGAAATGGAAAGCTGACATGTCAAA
MACHUPO_VIRUS_PROBE07 CCACAAGATATGGTGATTACAACTCAAGGTTCTGACGACATAAGGAAACTTTTAGACATTCATGGACGGA
MACHUPO_VIRUS_PROBE08 CAGCAAATTTGGGAGAAGTTTGGACATCTTTGCAAACATCATAATGGAGTTGTTGTCAACAAGAAAAAGA
MACHUPO_VIRUS_PROBE09* GGTGTTTGTGTGTTGGGGGGCCTTCTGAGGGGCTTGTTGCAGTTGCCCATTATGGGGGACTCTGTGCTGT
MACHUPO_VIRUS_PROBE10 GTTCAGAAGTGGTGGTTCAAAGGCTTGCAGTGGGACTCTTCATTAGACTACTTAGTGGTGAGTCAGATGC
MACHUPO_VIRUS_PROBE11 GGGAGATCTTGGGACAACACAAGTGTTGATCTAACAAAGAAACCTCAAGTTGGACCGAGACAACCCGAGA
MACHUPO_VIRUS_PROBE12 AAGGGTGACTGACTGGAACTCAGTGTGTAGGCCTATTTTGAATGTGCCATCCGAGCAGGACCTCCCTGCT
MACHUPO_VIRUS_PROBE13 AGTGGTTTCCAGCATATGTGACAAAGTTCAGAATTCCTGAGCATTGTTTGATGACATCTTAGGCACAAAT
MACHUPO_VIRUS_PROBE14 GTGATCCAAAGAGATTCTTCTTGCCTGTTTTTTCTGATGAAGTTTTGGCTGGAATGTGTGAGGAAATGAC
MACHUPO_VIRUS_PROBE15 TTAAATTGTGGTTCAAGGATGAGGTCTTCAGCAAAGGTCTGGGCAAATTCAAATTGACTGACAGAAGGGA
MACHUPO_VIRUS_PROBE16 TGGAGGATCCATAAGCCAGTCATGTCCCAAAGCATTTGAGAACCAATGAATAGCCCAGCTTGAGTCAGAC
MACHUPO_VIRUS_PROBE17 GTGTCGGCAAACCAACAACATTTGCAATTGTAGCGGCCATAGAGGCTGGGTGGGGCTGTTCTCCTGAACT
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE01 TCGCTTTGGTCTTATGTTTCTGCCCACGAACGGTCCTCTTAGTCTTACCTTTCTTCTTCTCGAGGGCAAC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE02 GTGAAGCAAAGGAAATCCTAATACCGCCCATGACCTTACGAACAATCTCATCAGCGAGGTCTTCATCAGA
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE03 TTGAACGCCTAGTGAGAAAGAATTTACGCAGCTCACGCATTCTTTGGAAGAGCTGAACCGGAATGGTGCC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE04 CCTTGGCTTGAGATGTTAAGCCTTTCCAGGTGATTTTAGCTATTTTTGCTTCTCCAACAACATGGCCTGC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE05 CTCCAAATTTTGCGAGATTTCCAGTAACTCGCTTGTGAGCTGGTATTCCTGTGAGAAGAATTGTTGAACC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE06 CAAAGAAGGGGGTCCAGCCCACCTGAGCATGATGCGTTTCTGTTCTCTCCTTCATGCGCTCATTTTGTTC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE07 TTAGATAACGGAAGCCGAACCCAGCCGTACAAACAACCACGGTAGTGACTATTTGGAGTTCAAGAGGAAA
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE08 CGCCAATAACCGACCCCGCGAGTGAGATGTCATCGTCGGAGTCGGGATCAGATTTTGCATCCACCCCAAT
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE09 GCGTCCAATCAAGTTCTAGGACTTGGGTCCTGCCACAGGACGTAATTCTCCTGACACGCTTATCCAGTCC
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE10 TAGGTGAACCCGATGTACCTGCATAGGTTTCGAAGGGAGCATTCAGGTAATCGCCGTCAATATTAGCCCA
CHICKEN_ASTROVIRUS_PROBE11 ACATCCCAAAGATATTTTTATACATATCAATGGTCACCTGAGGGTCGTAGTTGACAAAGGATGGATTGAA
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE01 CCTGCCCATTTTCCTGGCTCTTCATCATGAGTGGATTGAGGAAGTACTTGTGTTTTCTTTCCAGAACATT
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE02 AGAAAAACCTCATCTGTCTTATGCGGTAGAAAAGCGCTTTTGGGATTGTACCGTCAAAGCGCGTCCAGTC
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE03 TAATTTCATCTGCAGACCAGCCTTCATCAAGCATTCTCTGGTATTCTTCCTCTGCCAAGACTTTCATTTT
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE04 ACAACTCACCATAAACATCAGCATAAATCACGTTGTACTCAGTTTTATTCAACTCAACTGCCTGTGTTGT
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE05 CATTCTCATCAGCATTTGCAAATTGTACTGTTCTTATATTGTTTTGGAAGGATGTTTGATTATCTGACAG
DUCK_ASTROVIRUS_PROBE06 CAAAATTTATTGGATCTCTATAGTGAAATTTTTCAAACATTTTGGTATATGCTTCCACAGTCCAAGTAGT
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE01 TAGAAAATTGTCCAGATGGATTGCCACCATAGATCTTACAAACCTCACCTGTAGGGAGAAGGACAACCTT
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE02 TCTGCATCTGCAAAAAGTGGTCACCAGCACCAGGCACGGGAAATCCAACCCAACTTGGCATAGCCCAGTT
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE03 AAAATTTACGGAAGATGCCTACAGATGTGTCTTTCACCCCAATAGCAGTTGTGATATCCTTAAGATACAC
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE04* TTGTCATTACCAACGAGCCATCTGACAGGTTTGTCAGCGTAACTGGCTGTGTGGTGGTGATTTTCTCATT
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE05 TAGCATCAACTTTTCTTTCTTCGTCCCTGGCGCGCTTGAGTTCAGATTCCGCTCGCATCGCCCTTGCGAT
TURKEY_ASTROVIRUS_PROBE06 TGGCCCTTCTATGTATACCTCCAAAAAAGGGGGACCACCCAACCTGGGCATGATGATTTTCAGTTTCCAA
BAT_ASTROVIRUS_PROBE01 CTGGATGAAGGAAGAAATTAAGCTCCAACTCGGCATTGTCAGTTGTATTGGGCCCAATCATACCAAAAGT
BAT_ASTROVIRUS_PROBE02 AAAGGGCGACCATCCACATTGGGCTTGCTTCCATTTAGTCATATTTTTCATGCGGTTATTTTGATCCTGT
BAT_ASTROVIRUS_PROBE03 AGTCCAATCGAACTCAATGTACTTATTCCCAGGAATATCAAGCCTTGATATTAATTCGTGGAATCCGCCC
BAT_ASTROVIRUS_PROBE04 AAGAGAGGCATGCGCCTCCTCAAACCAGGTCTTAACCGGATCGTCATCCGGAAGATTATGTGTTAAAATC
BAT_ASTROVIRUS_PROBE05 TAAGATAACGGCTTTTCCCAGAACGGGAAACACCGAGAACCTTCTTTACAAACCACCAACCACCCTTAAT
BAT_ASTROVIRUS_PROBE06 ATTAACAGGCTCTGCATAAAAGAATTTTTCAAAACTTTTAGCATAAGCACTATAACCCCACGTTGTAGGT
HUMAN_ASTROVIRUS_PROBE01 TATCCATTGTTGTTGAAAACTGACCAGATGGATTACCTCGCGTCTGCAAGGTGACTTCACCAGATGGTAG



HUMAN_ASTROVIRUS_PROBE02 GATAAGTTGCCCAATCAGCGAAAGCACACAACTGTGGATATTCTGAGAAAAAGTCAATTGGTTCTGCATA
HUMAN_ASTROVIRUS_PROBE03 TCACTCTCTCCTCATAATCATCGGGCACCGAAGGTGTTGTAGAAAGCCTGTCATCTCCATAAACTACAGT
HUMAN_ASTROVIRUS_PROBE04 CCTTAAAGGGGTGGTCCTCTGCCATGAACGCAGCAAGCAACTGATAGCATAGGAGTTTCCCATGGAGTGA
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_01 CGGACCAGCTTGTTGAAGAGGGTGTTGACGTGGGGTTCAGGGACACCCTCACAACAGTACCATTAACGGC
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_02 CCACTTCATCGTCTTCGTCCTCGTTACTCTCGGTTTCAGTGTCTGTCTCTTCATCGCTTACGTCCTCCCC
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_03 CGGAAGCTCGGTAAAAATACCTACCCTGGGCAGTCCAAGTATAGTTAGGTGTGTCGCCCTTAGTCCGAAC
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_04 TAGGGGTAACCCCCGTAGTGAGCAGGTCCATGTACACACCACGCCTAACCTTCTCGGCTAGGGTGGGGTA
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_05 CGCCAGCTGGGATGCCACCTGTACAGATAGCAGGTTTGTTTGACAGGGCATCCTGATAGCTGGGATAGAC
FELINE_ASTROVIRUS_PROBE_06 CACCTATAACATTGAGCACATCACCAGGCTCCGGGGTGGATATGCCGAAAGTGACGGGCGTCTCTCCATG
MINK_ASTROVIRUS_PROBE01 TGGTTGTTGAAATTTGACCTGATGGGTTGCCCTTGGTCTGACGGGTGACCTCACCACTGGGCATTAAGAC
MINK_ASTROVIRUS_PROBE02 CGAAGGATGTGACATCAGCCCAGCGGACACGGACAGTAGTGTCCGCGCCAACAACGTGGCCAGCAGTGAC
MINK_ASTROVIRUS_PROBE03 AATTCAATGACATCCTGTAGATGGAACCAGTAACAGCACTCGACCCAACTAAGGGAGTGCATTTGACCTC
MINK_ASTROVIRUS_PROBE04 GGGTGGTGGCCTTCTTAGTGTGGTCAAAGCGATTGGCCATGACCGGTTTGTTGTTCTGCGCATCAGCCAG
MINK_ASTROVIRUS_PROBE05 CCCGTAGCTCTTCAATGCTCTTCTCTGGATGGATATAGGCATACTCAAATGCCTGGAAGAACACGTTGCA
MINK_ASTROVIRUS_PROBE06 TCATGTTCCAGAAGTCTGCAAGGGCAACCTGGAGGCTAAAAGATTTAACCTCTTCCCAATGCAAACACAC
OVINE_ASTROVIRUS_PROBE01 CATACTCATGTCGTAGGATTTCATGTTCCATTCTAAGCTGACTTAATTGACTCTTCAGGTCCTCAACCTC
OVINE_ASTROVIRUS_PROBE02 GCTTACGCGCGCCGAGACCACCCCACGAGGTGGCCCCAGGGGACTGGGTGAGATTGAGGGAGGCTCTTGT
OVINE_ASTROVIRUS_PROBE03 CCTCTGGGATGTCTGCACCATAAGCCACTGGCTCAGTTAACTTAAAATAAGTCTGGGCCTGGTATGTGGT
OVINE_ASTROVIRUS_PROBE04 ACAAAAGATTTGCCTCATCAAAAGCGGTCATAACTATGGGGCCATCAGTAATAGCCTTAGCAAACTTATA
PORCINE_ASTROVIRUS_PROBE01 ATTAAAAGTGGCTGCTTTACCCACAACTATATCTATGTGGCGTCGCGCGCCAAGACCAGACCACCCAGTG
PORCINE_ASTROVIRUS_PROBE02* TGCCTCGAGTTCTGTCTTCCCGCTGGAGTTGCTTCCAATGGTTCCAAGGGTTGCTGTTGCCCGTTGACGG
PORCINE_ASTROVIRUS_PROBE03 GAAGCGTATTCGCCACAGTGAATACTGTGCCCCTAAAGCAACGATCGGACCAAACGTGTTATTCCCTGTA
PORCINE_ASTROVIRUS_PROBE04 TTGAAAGCTGTACCCTCGTTCCTACTCGGCGTGGCCTCGGCTTTCAGAAATGGGTTCCTTAAAGGAAACC
PORCINE_ASTROVIRUS_PROBE05 TTTGCACGCTTCGGACCAAGCACTGCTGGGGCCGCAACCCGCAATCAGGCTGTCCATAAAGACACTCCTC
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE01 CGGTTCGCACGCGGTTTACGTAGGCTACGCAGGTATTTGACGTGTAACCCAGACCCATGTCTACGGTGTT
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE02 CACCATGACGACTCGGACGCCATCACGGACGCCGAACTCATGGATCACACCAGTCTGTACGCGGATCCCT
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE03 CTCCGCCGCGGCCGCAGCCGCCGCCTGCGAGGACCTCTCGGAGCTGTGCGAGAGCAATATCATCGTCATC
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE04 TAAAAAAATTGTGCAAAAAACACGGCTCTGAAAAGTTGTCTTTGATGAACCGCGCCGTGCGCTCTAGCAT
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE05 GTGACACAGCAACGCTATTCGTTTCGGGCACCGTCGTACCTTTGCTGTAGTGGTTGGGCAGGATAAAATC
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE06 CATACAGGGTACATGTCGATAACCACCGAACCCGCAATATACACCTTGGTGGCGGCCGTGCTGGCCGGAT
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE07 TTGGCCGGGTTCAACGGTTGCCGGTCGGCCACTACCTGTACGCCTTCCATGTTACGCGGCAGGTGCGTAA
HUMAN_HERPESVIRUS_5_PROBE08 CGTCGTACGCGGTAAAAATGCGGTATGCGGCGCGCCGCACCGCCCATGGGTTCCTGCTGAAAACGACACT
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE01 GCTCAACAGGGAATTGGGGCAGAAGGCTGAGTACACGGAAAACGGTGTTCGTTGCCAATTATAAAATTCT
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE02 CGTCAAGCTTTCGGTGACAATTTTGAGGGTGAAGTCGTACTTTTGGCAGTTCGTCTTTGCATGTTCCAGT
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE03 TTTGTCTGGCGTACGTTGAGAAGTCTGCAAATAGTTTTCTAAATTTTGATTTTAAAGTGATGTTTATAAA
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE04 TTTGAAGAAGAAGATGGGATGTGTGTCTGTGTCGATGCTTGGAAAAATTTTTTTCCAGGCGTTGATGAGG
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE05 TACACTTTCATAGGAAGTAAATACAATAGTAACTTCTCTTTTTTTATATCGGTTTTCGGAAAAATGGGTG
HUMAN_HERPESVIRUS_6_PROBE06 GTCTTTCTCACCAGATCTACCCCCTTAAAAATTAAAAGCGAATCATCCTGTCTACCAATGTATCTTTTTT
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE01 CCGGTGTTCCTTCAGCAATCTGGGCCACACTTCTTATGGGCTCTGCTTTTACGAGACAAAGGTCAGTGGT
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE02 ACAGGCCAATCTCATCACATGCTTTATAAACTGCTGCAGACCAAAGCAACCAATGACAAATTGAGTTGAT
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE03 CATCTATCTTTGTCGAGTCTGAAAATGTTTTCTTGAGACCATAAGTTGTGATGGAAGCTCTCTTCCAGTC
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE04 TTGGGGTCATGGCGTACACTCCGTCATCACCATAAACAAAGAAGGGAGCATCCTCATATAAGTTGGAACA
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE05 TCCCAAGTACGAGCGTGTGGATGTCTGCGACGACCTTTTGTGCAGCATTGAGCACTCCCATGTGCTGGTT
EUROPEAN_BROWN_HARE_SYNDROME_VIRUS_PROBE06 TAAACAGTTCAACCCACCTCTCATCACCACTTGTGTTGAACTCGTCTGCAATGGCCACATCCTCACCAGT



RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE01 TAATGCCATTGCTAGCAGGATTATACACATTATAAGCATTAACTACACTAGCATCATTATGCATATTGCT
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE02 TAACTTCATTTGGATTAAAACCTAATCTACCTAACTGGTCGGCTTTCAAAACCAACCCATTCTCCAAAGC
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE03 ATGGTTCCCCAGTTTGTTTTGGGGTGTGTGAATATGACAAACCAGCTTGGCACCCCTTTGACCCAACAGC
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE04 AACAACATCCTACCGTTCCACTCACAGACCACGCTCATCAACCCCTCTTTCATCAAACTGATTTGGGCAG
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE05 TGACCAAGGTGGCTCAATTCATTTGGCGTGTCATGACTAATCCAGTGGACGCCTATGGAACCCTGGTCAG
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE06 ATGGCTTTTCTTATGTCTGAATTCATCGGATTGGGACTTGCAGGTGCCGGTGTCCTGAGCAATGCATTGC
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE07 AGAGCTGCAACTACAAAAACAAGCTATGGAGAATGGGTTGGTTTTGAAAGCCGACCAATTAGGTAGGTTA
RABBIT_HEMORRHAGIC_DISEASE_VIRUS_PROBE08 CAACTGCTGGCTGCCTCATCTTCATGGCTTTTGTCTTTTCCACTGTTGTCGGGTACCTGCCCAACAACAG
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE01 CCTCCACCTCCACATTCCGTGCATCGCCCATGAACACGCTGGAGCTGGGGATGGGGAAGCTCCACCCGCG
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE02 CCATGGGATGGTAGAGGGAAGTCCGGATGTCCTCCAATGTCACCTCAAGCGGCACACCGCCACGGGCATC
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE03 CAACGGCAAGCGTGCCACCGATGAATCCTGACCCAGCAATGGTGATCCTGATGTCCATTCCACCAGCCCA
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE04 TTCCACCAGCCCAACCTCCATACATTGCAGCAATGTGCTGGGTGTAGGGGTTCATGCCCGGCCCGAGCCG
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE05 CGGCAAACCCGGCAGGCCGGATGACATGATCGGCCCTCGGGACATAGCCCTGCATGATTTGGACTGCCCG
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE06 GCTCGTACGAGGTTCCCGCCAACAAGGATGCAGTGTGCACCAACGTGGGGCCCCACACAGGCACCAAGTC
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE07 CCTCCGGTGAGGTGGCGAGGGCCACTCTGGTGAGGAGCTGTGAGGGGTCGGCCGAGGCCACTCCTGCGGT
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE08 TACCGGCCAGCTGCGCAGGACCAAGCCAGGTGCCATTGGCAAGCATACCGAGCTCAAAGGTTGAACTGGA
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE09 CCAAGTCGTCCGCCCCACTAGCGGTTGCATTGAAATTGGGCATTGTTCCAGTGAACCCAATGGGCACGTT
BOVINE_ENTERIC_CALICIVIRUS_PROBE10 TGGCTTCCTCGCCAGCAAGGTTAATGAAATACACCTGACTGAACCGTTCCGGGATGGTGTTGATTGCCGC
NORWALK_VIRUS_PROBE01 TTTGTACACTGGCACCATCTGATTCTATAATGTACACCCTTGACTGCCATTGTATACTGCATTTTGATAT
NORWALK_VIRUS_PROBE02 CTTCAATAGTGGTGACACTGCGTAGCTTTTTGCCTAGGGAGGCCATGGATATGAGACCCAACCCGTTGGC
NORWALK_VIRUS_PROBE03 ATCGCCTATTATTTGCGAATAATGGCAACCTGTCTGTATTGAAATAACCACGTGGCACAGAAGACAGTGT
NORWALK_VIRUS_PROBE04 TATAATCCACCTCTCTGTCATCATCTGCCCATTCATTCTTTGGCGGGGTCCAGTCAATGGGCTTACGTTT
NORWALK_VIRUS_PROBE05 GGGCCGCTTCGCCACCAACCTGTATGCCCGCTCCCAGAGCACTACCTGCTGTGGAAGCAGCAATTGCACC
NORWALK_VIRUS_PROBE06* ATTTATAGAAGACCCTGTGACGGATTTCCATTTCAGTTTCTCCTATGCCACCATCACCACCTGCCTGTAC
NORWALK_VIRUS_PROBE07 TCTCCAGAACTAGCTGAGGTTGTAGCCCAGGACTTACTAGCACCATCCGAGATGGATGTGGGCGACTATG
NORWALK_VIRUS_PROBE08 TAGCATAAATCACTGGATAATCACCCTTTGTGCATTGTCTGAGGCTACTGGCTTATCACCTGATGTGGTA
NORWALK_VIRUS_PROBE09 TGACATAGACTTTGACCCAACTCGCCTCACCCAAATTCTCAAGGAATACGGCCTCAAGCCAACAAGGCCA
NORWALK_VIRUS_PROBE10 CGCACCATCTCCCGGGACGCAGCAGGGTTCCAAGGTAGACTGGATAGAGCCTCAATTGAACGTCAAATTT
NORWALK_VIRUS_PROBE11 CTTCTAGGAGAAGCCTCACTCCACGGGGAAAAATTTTACAGGAAAATATCTAGCAAAGTCATACATGAAA
NORWALK_VIRUS_PROBE12 GATGCGCTTCCATGACCTCGGATTGTGGACAGGAGATCGCAATCTCCTGCCCGAATTCGTAAATGATGAT
SAPPORO_VIRUS_PROBE01 CAGGGGCAGGTGGGGCACCATAACTGGACCCTTTCTTGAATGCACTCAAAGAAGCTTGCATAGATTGTAG
SAPPORO_VIRUS_PROBE02 GGCGGTGTTGTGCCACAATGGATGATACAGTACCAGCCATGTCCACGAGGGACCCGGCTGCAAGAGCTGC
SAPPORO_VIRUS_PROBE03 CTTCCCGTTGTAGAATTGGGCGATCCAGCAGGCCATACTGGACTGTTTCTGTGCTCCCGGCCAGCCGTCG
SAPPORO_VIRUS_PROBE04 CAGGGGTGAAACCTGCACCTACCAGCGACTCCACCCGTTGGGCAGTGCCGTTGACCGCAAGGTCGCGTGA
SAPPORO_VIRUS_PROBE05 GACCTCTCCATCAATGGTCCAGCCGCCCGGGTGCAATCGGCACTTGATGCAGGTTTTGATGAAGTGAGTG
SAPPORO_VIRUS_PROBE06 GGTGAGCGTGTGATCTGGGGGAATTTGGATCGACCCATCATGCATGCTGGCACTATGGACAGCATACGCC
SAPPORO_VIRUS_PROBE07* TCCATTCGGGAAACCAGCGCCCCCAACAGCAAAATCTGGAAGGCCCCAGGCCACAACTGCACAAATCACC
SAPPORO_VIRUS_PROBE08 GCTTGGTTCATAGGTGGTACAGTACCTGACCCAGTGGGTCACACTGAAGGAACCCACAAAATAGTGTTTG
SAPPORO_VIRUS_PROBE09 GGTACAGTACCTGACCCAGTGGGTCACACTGAAGGAACCCACAAAATAGTGTTTGAGATGGAGGGCAATG
SAPPORO_VIRUS_PROBE10 TGTGGGCCGGGTGGGGCGGTAGTTTTGAGGTCCGGCTATCGATCTCTGGTTCTGGCGTGTTCGCTGGGCG
SAPPORO_VIRUS_PROBE11 GTGGGGCGGTAGTTTTGAGGTCCGGCTATCGATCTCTGGTTCTGGCGTGTTCGCTGGGCGTATCATTGCT
SAPPORO_VIRUS_PROBE12 TATCATTGCTTCTGTCATACCACCAGGGGTTGATCCCTCGTCCATCAGGGACCCAGGCGTGTTGCCTCAC
SAPPORO_VIRUS_PROBE13 CACCAGGGGTTGATCCCTCGTCCATCAGGGACCCAGGCGTGTTGCCTCACGCTTTCGTTGATGCTCGCAT
SAPPORO_VIRUS_PROBE14 GCGGTGATTTTGATTTCTGCCTACTAAGGCCACCAGGTCAACAGATGGAGAATGGGGTTTCACCAGAAGG



FELINE_CALICIVIRUS_PROBE01 GCACAGACTGGAGGGGGCCTTGTACCCTTTGCTCAAGAATTTTGTTAAACTGCTCTACTTGGTTATTTAA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE02 TCAATTGATCATCATAAAAATTTTGATTTGTGTATGAGTAAGGGTCAACCCTAAAACCAGCAGCACGTGC
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE03 CATCCATCCAGTGTCGCAACATTGCAGGAACCTTGTCAGGGGCAGTAAGCACATCATATGCGGCTCTGAT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE04 GCGTAAGGTGACGACGAAGAGCCCAGGCCAAATCAAACACCGAATTAACGGTTACCACATGTTGATTGGC
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE05 TTTCCTCTTACTGCCTCCTACATGGGAATTCAGTTGGCAAAAATTCGGCTTGCCTCGAATATTAGGAGCA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE06 AAATGTCAACCGCTGCTGATATGGCATCTGGGAAAAGTGTGGATTCTGAATGGGAGGCTTTCTTCTCCTT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE07 ATGGCATCTGGGAAAAGTGTGGATTCTGAATGGGAGGCTTTCTTCTCCTTTCACACCAGTGTCAACTGGA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE08 CTGAATGGGAGGCTTTCTTCTCCTTTCACACCAGTGTCAACTGGAGCACATCAGAGACACAAGGGAAGAT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE09 AAGCTTTATGTCGCTTGGTCTGGATCTGTTGAGGTAAGGTTTTCTATCTCTGGGTCTGGAGTCTTTGGAG
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE10 TATCACCTTATGTCCGACACTGATACCACGTCACTAGTAATCATGGTGTATAATGATCTTATCAACCCTT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE11 TAACCGTTAATTCGGTGTTTGATTTGGCCTGGGCTCTTCGTCGTCACCTTACGCTGGCAGGGCAGTTTCA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE12 TTAAAACTCACAGTGTCCGTAAGGACTTTGTGCACTCCGTTAAGCGTACGCTTCAACGGAGGCGCGATCT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE13 AAGGATGATTTGGGGATGTGATGTCGGAGTTGCAACTGTTTGCGCAGCTGCGTTCAAGGGGGTTAGCGAT
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE14 TGGGGATGTGATGTCGGAGTTGCAACTGTTTGCGCAGCTGCGTTCAAGGGGGTTAGCGATGCCATCACTG
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE15 GTTAGTGCTGCATCAATTGATATCTTGCGGTACTTCTCCGATCGATCCCCAATAGTTGATTCGGCCGCTA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE16 AGTTGCATCTTGAGCCGCCAACTTATCACTCAGCTTTGGAGCATTACAACAACCAGTTTAATGGTGTGGA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE17 ATGGTGTGGAGGCGCGGTCTGACCAGATCGATTCGAGTGGCATGACCGCCCTACACTGTGATGTGTTCGA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE18 ATGTGCTCAACCTGCGCTAACGTGCTTAAATATTATAATTGGGACCCCCACTTCAAATTAGTGATCAATC
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE19 GATTCGGCCATTTGTCTTCCAGGCAAATCGACATTTTGATTTCAATCAAGAAACTGCTGGATGGAGCACA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE20 ATGGTGCAAAACTTGGGGTTGGTGTTGCAACTGATTTCATTGTCCCTGGGATCCCTGATGGTTGGCCAGA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE21 ATGTATATCTGTGGATCACTCCAAAGAGCGTGGGGTGATAAGAAAATTTCCAACACTGCTTTCATCACCA
FELINE_CALICIVIRUS_PROBE22 TAATAGGGAAAGGGTCGTGCGCATCAGCACGCTTCCCGAAACTGGTGCTCGTGGTGGGAACCATCCAATA
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE01 CACTCCAAGGTACATTCCGGGCGCCAAGGCCAGCAAACCTGACCCCCCCTTGAGGCCCACCAGCCTCAGT
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE02 CTGCCTTTTCAAGTATGACTTTCCAGGCGGCGCAGCGTTGGAATCGATCCTTTGATGTTGTGAGGACTTT
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE03 GGTTGTTGACCATGATCCCGGTGAGGGATATGGGGCACCTTGGGTCGCATGCTCCAAGCGAAGCGGGCTG
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE04 AGAGCAAAGACAGAAAAGCAGGGGTTGTTTCAATCTGGTCCCAGGATGGGATGGTTCCGTCAGTCGAGCC
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE05 AGACACTGTTTAGCCTGAATGTTGCCAGTTCACCGTTGATGGTGAGGTTTTTGGGTTCTTCCGACAGGAT
RABBIT_VESIVIRUS_PROBE06 TCAAGAAGCAGAGTATCGCAGCAATGGCGTACCAGAATGGGTTGGTGAAGTCAAGTGACTCAGATGTAAA
BEAK_AND_FEATHER_DISEASE_VIRUS_PROBE01 CAGCAACAGCTCCATCGAAAGCGCGGTGACCGTCTCTCGCCACAATGCCCAGGGTAAGTATGACGTCCCC
BEAK_AND_FEATHER_DISEASE_VIRUS_PROBE02 TTAACTGGCACTTTATGTGGGTAACGGTCGCAGAGGCGGAGCATCTCGCAATAAGGTAGCCACCCATAAA
BEAK_AND_FEATHER_DISEASE_VIRUS_PROBE03 TTGCCACACCCCGGTGGCCCGTAAATGACGTCAACCTCAGTCTTAAAATCACGCGGGCGGGAACCAACCA
BEAK_AND_FEATHER_DISEASE_VIRUS_PROBE04 CCATCATATCCATCCCACCATTCACCGCGCATTTTATAATATTTGGTCCCAGGCTGCTCATTGGCCCATC
BEAK_AND_FEATHER_DISEASE_VIRUS_PROBE05 ATTCACCGCGCATTTTATAATATTTGGTCCCAGGCTGCTCATTGGCCCATCGACTCTTGCCACACCCCGG
CANARY_CIRCOVIRUS_PROBE01 GCTCCCCCCGTTCCTTCCCACATATTGCAAAGTGGAACTCACCAGGGAGCAGGGCCCTCACTTTAGCTTC
CANARY_CIRCOVIRUS_PROBE02 ACAACTAAGCGTGACCGACACTGATGCTGCTAACGTCACGGCGGCCCTGTGGCTCAACAATCCCAAATCC
CANARY_CIRCOVIRUS_PROBE03 AATCAGGTTAGCAAAAGTGGAAATGAGACCCCTCAATGAAAGCTGGGAGGAGTGGAAAGGGTTCGGGCAC
CANARY_CIRCOVIRUS_PROBE04 GTCCAATCATCAGGGCCAAATCCCTCAGACCACGCCCATACTTGACGTAGATCTCGCTGAACTCTCGCGC
PORCINE_CIRCOVIRUS_1_PROBE01 GCCCTTTACCTACCACTCCAGGTACTTCACCCCCAAACCTGAGCTGGACCAAACAATTGATTGGTTCCAC
PORCINE_CIRCOVIRUS_1_PROBE02 TTTAAATACCCACACCAATGTCGAGCACACAGGCCTCGGCTATGCGCTCCAAAATGCAGCCACAGCCCAA
PORCINE_CIRCOVIRUS_1_PROBE03 CAACTTTGTAACCCCCTCCACCAACTTGGCCTATGACCCCTATATTAACTACTCCTCCCGCCACACCATA
PORCINE_CIRCOVIRUS_1_PROBE04 TTATGTGGTAAGGCTGACTATTTATGTACAATTCAGAGAATTTATCCTAAAAGACCCTCTAAATAAATAA
PORCINE_CIRCOVIRUS_1_PROBE05 GTTCCTCCCCCCCTCAGGCGGCACCAACCCCCTACCCCTACCTTTCCAATACTACCGTATTAGAAAGGCT
PORCINE_CIRCOVIRUS_2_PROBE01 ATTCAGGGCATGGGGGGGAAAGGGTGACGAACTGGCCCCCTTCCTCCGTGGATTGTTCTGTAGCATTCTT
PORCINE_CIRCOVIRUS_2_PROBE02 GGCATGGGGGGGAAAGGGTGACGAACTGGCCCCCTTCCTCCGTGGATTGTTCTGTAGCATTCTTCCAAAA



CHICKEN_ANEMIA_VIRUS_PROBE01 TCAAGTCCGGCACATTCTTGAAACCAGTGCTTTCTGAATTGTCCGCAGTTGCAGATCTTAGCGTGGGAGC
CHICKEN_ANEMIA_VIRUS_PROBE02 AACCAGTGCTTTCTGAATTGTCCGCAGTTGCAGATCTTAGCGTGGGAGCGCGAGCATTCGCGCAGCCACA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE01 AGATGTTAAAATCAAGACAATCTGGTTTCAAAAGCTGTAAGCAATTTACTTTCAGACTTGTGTCAGTCAC
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE02 TTAGCTTATCTTCAAAGCAATAACCATGTGCATGGTATGGACAATACTTCACAAAGTAAACTCTGTGAGT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE03 TAGAGACCGATGGTACACATTCAGCCAATTGTGGGTAATGCTTGGCACTGTTCCCATTGGCAACGAGATC
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE04 TCATTCCACCAGCCATTTTAAATCCTTCAGCATAAAGATTTCCTGATAGCAAAGTAAGAGTGACACCAGT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE05 CTGAGAACGATGTATGACAACCAATATTCAATCTTTTATCTTTTGGTGTTGCACCAACCACTCTAAGATA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE06 CACGAGAATTAGAACGACCGCGTCTCTTGGTGGATTCATCTCCCCAGCTGACACGTTGTCCCTGAGAGGC
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE07 ATTGCTTTCCAACAAGTGTGTAGACAATAGTTCTACTAGGTAATGCGACCATTACGTATTTTGGTAAATG
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE08 ACTCAAGATGTCTTCCTTCGACAAGATGTTGCATATCTTTGTCATGGTAAATCTGAGTTCCAATTGGAAG
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE09 CAACCTCAGATGGCCGAGTGTATGCATTAATCTGCTCAAGGAATTGTCCAGTCTTAGGATCATCCTTTGG
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE10 TCCAATAACCAATTTGTTGATCCTTATTACCTATTTTTAGGGGAACAAAGTCTCTCGGACATAAGTCCCA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE11 TTCTTCCAAGCGCACTAACACAAAGAATTGCATTAGTTTCAGGGTTGAAAGACCACCAAGACTTAGTCCT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE12 TGAGATTGAGAATGTGATTAAGTAATAACCTTTCCAATAATTGGAGTCTACCAATTAGTAGTAAGATTAA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE13 TACGTTCCTTAGATTTGGAACGAGATCTTTGTTGTTTTTCTGTGTCAACACCTAACTTTTTGAGTGCAGA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE14 CTGGTTTAAGGGTAATGGGGTTGAAGAATGAAAGAGGTATATCATTATTCTTCCGGCCACGAGAATTAGA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE15 CCAAAAATGCTTCGTCGGGATTATATGCCTTGGTTTGCATAAAGGTCTTATAGGCATCATATGCATGGCG
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE16 GTGTTACGTTAACTTGTATGCATTCATTATTTGTTGTACTCAAAACTGTGTGGTATGAACATAACAACAA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE17 CAGGTAGTACTATAATAGTCTTACCCAAATTGCAACATACCATGCACAATTTAATAACATTTAGCAATGC
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE18 CAGTAGTTCGAGCTGTTCTAGAGCAGTTGTACCACACCTCTGTAGGGTAATAACCACCAACAACTACACT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE19 CAGTACGTGCTTCTGTTGAGTAATCACCAGCTTTAGATTTTACGTAGTAAGCCCATCCTGTGGCAGTAGT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE20 TATATAGCTGAACAGATCTCACAAAATACATCATCCAAAGTGCAAACGTTACAACTGCACCTGCAACACT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE21 TAAGATCGCCTCCGTTGAAGCATGACTCACAATCAGACGCTGTACTATTGCGACATGACAAATCTGTATC
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE22 CCCATTAAAGGCATCATATAAGAATAATATGATGTAACACAAGCGCAACCAAAACCCGGAGCAGTCTTCA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE23 TTACCGAACTCACATCTACCCTCTTTATATGTGAAGAAGTCATGCTCAGCAACAGCACCAGAATCTTTAA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE24 GAAGCACCACTTTTAGTAATCTGGTTTCTGCTAAACTCCTATATAAGATATTAAAGTCATTGACAGTTTT
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE25 GTGATATGCGTGCGACAACATTAGAAGTCGCTGGCACGCTTGTAGACCTTTGGTGGTTTAATCCTGTTTA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE26 TCATCAAACCTGAGAGCAAATCACTAGTTGCATGCAGCGTTAAAAGAGCATTCATTACTGGTGATATTGA
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE27 TATGATGTTGATAATGATACCAAAAGCAAAATGATTGCAAAACTTGGTTCATCATTTGAATATGATGGTG
ALPHACORONAVIRUS_1_PROBE28* TTATATGCATTTGTAAGGGCTCACCACCTACTACCACCACAGAATCTAGTTTGACTTGCAATTGGGGTAG
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE01 GTGTATAAACTGCGCTATTACACAACCGGTGACAAGTGAAGCACAGATTAACCAATTGGACGAAGGTAAT
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE02 AGTTCACCTTGAGGAATTTACCTAGACAAGCAACATCCTTGTTGTAGATGTCAAAAGCACGATACACATG
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE03 TAGCCCATGCGTCAAAAAGTGACAGTGCCAACACAAGAGGCCAAAGTATCCATAGAATAGCCATCTTGAC
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE04 ACAGTGTAATGGTAAATTGTCTAGTGTCAACACAGAAAGAACTAAACCCATTGATAGTAGTGTCAGATGC
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE05 GCCACAACCGAATGCTATTGACAAAATACATTATCCACAGCATAAGAGTGATGCAAGCCATAAGGATGCT
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE06 CACTACCGAACGCAGGGTAACCAAAAAGATCTATGGTACAAGCACCAGCCAAAAGGCTGGTTGAAACACA
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE07 TAAGCAGGAAAAAGAGTACGAAAAGCCAAAGTATAACATTAACTACTAGACCATTATCATTCACTAATTG
PORCINE_EPIDEMIC_DIARRHEA_VIRUS_PROBE08 CTAATGTGACAACACCAACTATACCTTGTTCAACCATTGCATCACAGAACTTAACGCATTTAAGCATAGC
BETACORONAVIRUS_1_PROBE01 TGTTTAAAATAGTATTAAAATCTTTGTCAAGCTCATAAAAAACTTTAATAGTCTTAGGTGTGCTTGCAAT
BETACORONAVIRUS_1_PROBE02 CTGAGATATCACCACCATCGTCAACATCATCCACTTTTAAAACATCAAATTTATTCTCATCAACCAATAA
BETACORONAVIRUS_1_PROBE03 CCAACAAAACGCCAAGCAATATAATAGGTAAGGGGTCATACACACAAATTGGACCATCAACATTCGCAAG
BETACORONAVIRUS_1_PROBE04 GAACTGTTAACATCAGCTCATATGAAATGGCCTGATATAAACCAGAGGGCACTCTATAATAAAAACAATT
BETACORONAVIRUS_1_PROBE05 TGCAAAGGTGCGACACCTTAGCAACAGTAACATAAACTGGCAAATCTGACAAAGAATAGCCGATTCCTAG
BETACORONAVIRUS_1_PROBE06 TTGTGGCAGTAAGAGTATGATGGTCCTCAATAATAGGCCTAACATACATCTTACCCTTCATATCTACACA



BETACORONAVIRUS_1_PROBE07 CTGCTGGTTGAGAAGTAGCAGTTTGCTTGGGTTGAGCTCTCCTACCTCTGGTTTGAAAATTTGAAGACTG
BETACORONAVIRUS_1_PROBE08 CATCAAAGTTCCCAGACAAATTCTGTACTTTGGCCAACTCTAGTCTTGATCCAAAGAAAAATGCACCTGC
BETACORONAVIRUS_1_PROBE09 CACTGCCTACACAACCCAAAACAGAAGAAAAATTAATATCATCTACATTAAAATTTATGCCAGTCTTAAG
BETACORONAVIRUS_1_PROBE10 TTGCATTAATAGGCTCAGGATCACAAGTGCATGCACATTGTATAGGATTAAAACAAGTGCGATAAGATGT
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE01 TATTAAGAACATCCATAGTAACACCCAAACCATTAATTCTATATTGTACATTAAGAGAAAATGGTATGCC
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE02 ACGGTAAACGATAGTTACCAACTTTAGACTTAACAAAAACAGCAAAACCACTATTAACATCTAACTTATC
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE03 TAAGCTGTTGAGAGACATAAGCATTTAAAGCAGTTAAACGACCATTAATAAGCCTATCAATCTGAACCTG
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE04 TATCAATACACATAAGATTATTGGTCTCTGGATTAAAACTCCACCAACTGCCAGTTCTAATAAAAAGCCG
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE05 ACCAATATCCTTTTGCTTCAGAAGGGGGTACTCCGAAAGCAATGGGAACTCCTTGACCATCTGAAAATTT
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE06 TAAATCTATGATAAGGATTAAAATTAACACCCTCATAAAAAATAATTTGATCACCTTCGCCAGTGTAATT
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE07 TACCAAGCTTTAACATTTCAGCATTACCAAAATTTTGAGAAGGTCCTCTTTTACCAAAACACTGTTGAAC
HUMAN_CORONAVIRUS_HKU1_PROBE08 TTTTAATTTTTAAATTATTAATATGGTTACAATCAGAACGACTATCACCAAATAAAAACCAGTCATGGTT
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE01 GCTTTGTCTTATGGAGGCAAATAGCCTTTGAGGGTAAGCTTAACAAATATTCTAAGGACACAGCCTTATA
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE02 ACCCATAGGCTGGCCAAGAGGAACTAACATTATTATAAAGAAATGCACCCTGCTGGGCAATACAGGAAAC
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE03 TTACGCCACTTGTAATAGCTGCAACGCTAAAACAACATGTGCGCAAATCAAGCAGTGCACTAGCAGACGC
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE04 CAGACAAAGAGAAACCGGTGCCTAGCTTAACACCTTGCATGTAGAGGTGGCCACGAATAATAGTGGCTGT
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE05 AGGTCTTAGGTAAGACCATACTAAAAAGTATATTAAAATTGGCGCAATGAATAATGCACCTGTCATCCTC
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE06 GGCCACGAATAATAGTGGCTGTTAGTGTATGGTAATCCTCAATAATGGGTCTAACATACACGGTACCTTT
MURINE_CORONAVIRUS_PROBE07 GAGTCAATGCAAGATACCTGCAAGTGAGATCAAGACCCGGATCCTTAGCAGTGTTGCCAACATCCAAGGT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE01 TGTCAGTTGAATCTGTGGGTCCACCAAATGTAATGCGGGGGGCACTACGTTGGTTTGATTGGGGTCCATT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE02 TACGCAGGTAAGCGTAAAACTCATCCACGAATTCATGATCAACATCCCTATTTCTATAGAGACACTCATA
SARS_CORONAVIRUS_PROBE03 CAGTACTAGTGCCTGTGCCGCACGGTGTAAGACGGGCTGCACTTACACCGCAAACCCGGTTTAAAAACGT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE04 CCCACTTAATAAGTGGTTTTGCGAGATCAGCATCCATATGGGACTCAGCAGCCAATGCCCTAGTCAAAGT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE05 GAGCTGTGAACCAAGACGCAGTATTATTGGGTAAACCTTGGGGTCGGCGCTGTTTTGGCCTTGCCCCATT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE06 TGCCTGTGCCGCACGGTGTAAGACGGGCTGCACTTACACCGCAAACCCGGTTTAAAAACGTTGATGCATC
SARS_CORONAVIRUS_PROBE07 CCCCGAAATTTCCTTGGGTTTGTTCTGGACCACGTCTCCCAAATGCTTGAGTGACGTTGTACTGTTTTGT
SARS_CORONAVIRUS_PROBE08 GGTATCCAGTTGAAACAACAAAAGGAACACCATCTACAAATATTTTTCTTACTAGTGGTCCAAAACTTGT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE01 TTATGGATGGTGTTATGTTTATACATATGACACAGACTGAGAGAAAACCGTGGTACATTCCTACTTGGTT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE02 ATAACTTATAAAGTTATGAGAGAAGTTAAAGCCCTGGCTTATTTTGTTAATGGTACTGCACAAGATGTTA
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE03 ATTTTGTTAATGGTACTGCACAAGATGTTATTTTGTGTGATGGATCACCTAGAGGCTTGTTAGCATGCCA
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE04 GATAAACCCACCTAAAACTGTGTGGGAAGTCTTTTCGACAAATATACTTATACAAGGAATTGGTGGTGAC
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE05 TACAGTTATGTTGGTGTAAACTTTGATTTTGGTACAGCTATGTATAGTGTGAAAACTGCACCTATGCAGT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE06 ACTTAATTTTACTGGTTATAATGTATCCAATTTGGGTGGGTTTGATTTGTCCCTTGTTCTACCCAAAAAT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE07 AGAATGATACTTTCTTTGTCACTTCCACACAGTTATATGAGCCTAAGCTTTTATCATATTCAGAAGTGGT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE08 GAGCACTCTGTGGTATTGTTAGAACATGGCTACCATTACCACAGAAACCATATCGCATGGATTGCGACTT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE09 AGCGTCTTGACTGGTCAGCCTTATAAGCTGCTAATTGAAGAGATGCTACGTAAGTTGATAATGCAGTCAA
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE10 CACAACAACCAGTCATGAAAAACACCCATCCTAATATTAAGATGAATATTAAACAAGCAAAACCAATTGC
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE11 TAAAATTAAGTGTGTAACCTGTATTAATAGCTTCCGCATATTGCAGTAAACCATTATCTTCATTCTCATT
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE12 TAACACCTAGAGTAACAACTTTGTCAAAAAGTAAGTCTTCAATAGTAGACCTACCTTGATTTTGTGCCAA
AVIAN_CORONAVIRUS_PROBE13 GACAAATTGTGGGAATAGAACTCACATTACATACAAGTGACAAGATTATCGTCAGGCAACACAACTGCAC
BOVINE_TOROVIRUS_PROBE01 TATTGAACATGGGCCGAAAACCTGGGTTACGTTGTCTACGGAATCCAGGAGGAAAACCTGATGGGTACTG
BOVINE_TOROVIRUS_PROBE02 AAATGCTCTGTACAGCTTGAACTGGAACTGTTATATTCATTGTGTCCATACAATATGACTTTGTGGGATA
BOVINE_TOROVIRUS_PROBE03 ATGTAAAATTAACATACCAACCATTAACATTCAAAGAATTAGTTGAAATTTGGTAGGCAAAAGACCAGGC
BOVINE_TOROVIRUS_PROBE04 TATACTGCTTACGTGGTGAAAAATTCACACCCTCATAAAAAACCTTCTCCACACCACAATTAAAATAATC



BOVINE_TOROVIRUS_PROBE05 TACACACACCATTGGCCATATAGGGCCGTCCAATAGAACAACCAGGTTTACCCCCACCGTAGCATGGGTA
BOVINE_TOROVIRUS_PROBE06 CAAAAGGCACATTTGGGGACGCCTGATTATATTGGCGCCTACTACCGCGTTGCCCGTTATTTTGACGATT
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE01 CTACACACGTTCGGGAGGGAAAGTGCACCTTTCCGGAGGGCGGTTTGACCCGCTTGTAAGTACTAAATGC
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE02 CGGGTGTTCGGTAATGTCAAGGGACTCAAATCCACAACAGATGACATCTTCATCAAATTCAGCAGCACTT
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE03 AGTAGTTTAGAAAGATGTAATCCAAAAAGTATGTTTACTCACTTTAGTCCCAAACTAAGGGCCTGCAGCA
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE04 CAACTGATAATACTTTGTTCCATATCTAAGGGTATTTCTGGTAAAGTAGTAGTTGTGGATGTTTCGTTCC
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE05 AGAACGACGTCTAAATTGTTGTTTCCTTTTTCTTAAAACCTCTATAAGCCAAATTATTAAAGTGGAAAAA
EQUINE_TOROVIRUS_PROBE06 GGCTATACCTCGTTTAGTCGCTTAAGCGCCTGCCCGTAGGGAGGTGAGGTTTAAAAGGCTAAAGAACAAA
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE01 AGAATGGTGGTTTACACGCTTCTGCTATTGCATCATCAGACTCGTTGCCTTCAGACCAAATAGACTGTAT
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE02 CAAAAAGATAATCACAAACATTATCATGAGACTCAGCTAAACCTATGTATGGTGTTGCATCATTAAACCC
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE03 GTGATTGAACTTTGGTACAATCAGATCTACTATCACCAAATAAACAACAATTAAATGTAATATATAATGG
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE04 TATCAACACCCTCATCATAACAACTATACTGATTACGTGGTGATAAATTAACACCATTATAATAAACTTT
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE05 GTAAAACAAACTGGACCCAAGTTGGCACAGTATCACTAAGCAAAGCAAAAGTAGGGTTGTTAGGCAAGTA
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE06 TAGAACGTGCTTTTAGTTGTATAAGCTTGATACAACGTAAAATTGTTGCCATTTGATTAAGCTTAATATT
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE07 TTTTGTCCTAATTTTTCATTAAAATCATCATCATCCATGTTTTTTTCAATACATTATAATAATCATTCAA
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE08 GTTTAGTTTTATTTGACAATTTTAATTGTCGTATAGAAAAAGTTTATTATAATGGTGTTAATTTATCACC
HUMAN_TOROVIRUS_PROBE09 AAAAGCACGTTCTAGTTTTACAACACTACAAGATGTTGTGTGTCGTACTAATAAATACTTGCCTAACAAC
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE01 TGCGTGAAGAATTAAGACCACGTCTTTGATTTTGAATGCGTGATCTATTCTGACGACTGCGATTCTGATT
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE02 GGCGTCTATTAGCACGCTGTAGGGTGCGTGAAGAATTAAGACCACGTCTTTGATTTTGAATGCGTGATCT
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE03 TTTACCGGCTACTGGGCACTTACTGTAATTGCCACTATTTTAGTTTTAGTTATGTTAATTATGATGTTTG
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE04 GTTATTTTTAAGTTATTATGTACAATGTTTCCAACACTACATTTTTCACCAATTTGGAGGGGTCTGGAAA
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE05 TTATGAGGGCGTCAACTTTTCACCACATAGAAATTATACCTGTTACCAAGAAGGCTCCTCTGGTTGGGTT
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE06 TATTCTATGGCATCAACATCTCGCTGTATTAAGCTTATTAATTTAGATCCACCAACTAATTTTACCAACT
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE07 TCCATTTGGTTATTATTATGAGTCACCATCATTTTACCATGGATTTTACACTAATGGAACATCAGGTTTA
PORCINE_TOROVIRUS_PROBE08 TCACCAATTTGGAGGGGTCTGGAAAATTTTTGGCTTTTTCTCAGCCTTACATCTTTGGCAATTGCTTATT
DENGUE_VIRUS_PROBE01 AAAGTGGTTGGGCGTATCATCTCATCCACCCCTTTGGCTGAGAATACCAACAGTGTAACCAACATAGAAT
DENGUE_VIRUS_PROBE02 TAGGAGTAGGAAACAGAGACTTTGTGGAAGGAGTCTCAGGTGGAGCATGGGTCGACCTGGTGCTAGAACA
DENGUE_VIRUS_PROBE03 CTTTGGGGACAGCTACATAGTGATAGGTGTTGGAAACAGCGCATTAACACTCCATTGGTTCAGGAAAGGG
DENGUE_VIRUS_PROBE04 AGTTCCATTGGCAAGATGTTTGAGTCCACATACAGAGGTGCAAAACGAATGGCCATTCTAGGTGAAACAG
DENGUE_VIRUS_PROBE05 AACAGCTTGGGATTTTGGTTCCGTTGGTGGACTGTTCACATCATTGGGAAAGGCTGTGCACCAGGTTTTT
DENGUE_VIRUS_PROBE06 AGTGCAAAGTCCGTATGGAGAAATTGAGAATCAAGGGAATGTCATACACGATGTGTTCAGGAAAGTTTTC
DENGUE_VIRUS_PROBE07 ATGTGTTCAGGAAAGTTTTCAATTGACAAAGAGATGGCAGAAACACAGCATGGGACAACAGTGGTGAAAG
DENGUE_VIRUS_PROBE08 AACCATGGCCCAGGGAAAACCAACCTTGGATTTTGAACTGACTAAGACAACAGCCAAGGAAGTGGCTCTG
DENGUE_VIRUS_PROBE09 GCTCCGTGTAAAGTCCCCATAGAGATAAGAGATGTAAACAAGGAAAAAGTGGTTGGGCGTATCATCTCAT
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE01 ATCGGCCTAAAAGCGCCTTGGTCGGGGCTAATGCTGTAAACTTGAAGAACGTGATAAGAGCCAGCACGAA
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE02 AATGAAACATCTTACTAGTTTCAAACGAGAACTTGGAACACTCATTGACGCCGTGAACAAGCGGGGCAGA
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE03 TCCGTGTCGGTCCAAACACATGGGGAGAGTTCACTAGTGAATAAAAAAGAGGCTTGGCTGGATTCAACGA
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE04 TGAGAACTGGATCATAAGGAATCCTGGCTATGCTTTCCTGGCGGCGACACTTGGCTGGATGCTTGGCAGT
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE05 CGATGGCTCATACGTCAGCGCCATCGTGCAGGGTGACCGTCAGGAGGAACCAGTCCCAGAAGCTTACACC
JAPANESE_ENCEPHALITIS_VIRUS_PROBE06 GACAAGACTCCAATCACAAGCTGGACAGACGTTCCGTATGTGGGAAAGCGTGAGGACATCTGGTGTGGTA
WEST_NILE_VIRUS_PROBE01 GTGTTAGCAGGGCTAGCAGCGGAACAACCACGTTTGATGTCGTTGTGAATGTTATGGCTCTCAGTATCAT
WEST_NILE_VIRUS_PROBE02 TTGTCTGAAGAGCATCTGGCAGTTCCTCCAGGGCCATTCTGTGAGCTCTTCCTCCTTTCTCTGCAGTGGC
WEST_NILE_VIRUS_PROBE03 TCAGTATAGCTGGCATGCTGATCTTGGCTGTCCACCTCTTGCGAAGGACCTCCTGGGTGGCCAAGAACAC
WEST_NILE_VIRUS_PROBE04 TGTCAAGTGCTTCCCATGTCTTCCCCATGAAGTGCTCAGGCATCTTTCCCAGAACCTCAATGAGCCCTAT



WEST_NILE_VIRUS_PROBE05 CAGGAATTAGCACAATCATCAAGAGAAGGGAGAGCAGCAACATTCCGGCGATCTTCGTTCCTGGAACTTC
WEST_NILE_VIRUS_PROBE06 AATGCTTTAGCAGTGGAGTGAGGACCGCTGTTGTCACAGCGTACAGTGACCAGGCTGTTGCCGGCCTCAA
WEST_NILE_VIRUS_PROBE07 TGTTCTCCTGGTTGGTCCATCTCGCTTTGAGAAACGATGCCACCATAAACACTGGTTGTATCTTGAAGGT
WEST_NILE_VIRUS_PROBE08 CTGTTACCGTAACGGTGAGGGTGACTTGTCCCCAGCATCCGGCTGCTAGCAGGAGAGCCGACACTCCAAC
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE01 TTGGAAACAGACCTGGACCTTCAAGAGGTGTTCAAGGATTTATCTTTTTCTTTTTGTTCAACATTTTGAC
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE02 CTTGGCTGTTCTAAGGAAAGTCAAGAGAGTGGTGGCCAGTTTGATGAGAGGATTGTCCTCAAGGAAACGC
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE03 TTGCCTACCTTGTGGGAAGCAACATGACGCAACGAGTCGTGATTGCCCTACTGGTCTTGGCTGTTGGTCC
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE04 TGACTTGCCTACGCATGAAAACCATGGTTTGAAGACCCGGCAAGAAAAATGGATGACTGGAAGAATGGGT
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE05 ATCTGGAGGATGGGATTTATGGCATATTCCAGTCAACCTTCTTGGGGGCCTCCCAGCGAGGAGTGGGAGT
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE06 ACTGCTAAGCTGTGAGGCAGTGCAGGCTGGGACAGCCGACCTCCAGGTTGCGAAAAACCTGGTTTCTGGG
YELLOW_FEVER_VIRUS_PROBE07 ATATTGACGCCAGGGAAAGACCGGAGTGGTTCTCTGCTTTTCCTCCAGAGGTCTGTGAGCACAGTTTGCT
ZIKA_VIRUS_PROBE01 TAGCCTTCCCTTTGCACCATCCATCTCAGCCTCTAGAGCTCCAGCAAGAGCCGTGTGGACGGCTCCTTCC
ZIKA_VIRUS_PROBE02 CCAGATCAAACCTGCTGATGCGGGTGTCCCAGCCAGCTGTGTCATCAGCATACATCCTTCCTCCTGGTAT
ZIKA_VIRUS_PROBE03 GGAGCTTGTTGAAGTGGTGGGAGCAAAACGGAACTTCTTCCCAATTGTCCCATCCAGTTGAGGGTTTCCA
ZIKA_VIRUS_PROBE04 TGGGGTCAAGGTCTGCATGTCCACCGCCATCTGGGCTGGGACCTTGCAGGGTCCATCTGTCCCTGCATAC
ZIKA_VIRUS_PROBE05 AGACCATGCTCATAACCTGACGAGTGCCTTCTTGGGGGTCTGGCACCCTAGTGTCCACTTTTTCCTTGAA
ZIKA_VIRUS_PROBE06 CTGGGGTCAGAGTTTGCATGTCCACCGCCATCTGAGCTGGAACCTTGCAGGGTCCATCTGTCCCTGCGTA
ZIKA_VIRUS_PROBE07 GCTTGTTGAAGTGGTGGGAGCAGAACGGGACTTCTTCCCAATTGCTCCATCCAGTCGAGGGTTTCCACTC
ZIKA_VIRUS_PROBE08 CTTCAGCGCAGCTTACCACAGCCCGCGTGCCGGAGCCGAGATTCACATCCTCCTCATATTTCACTGGCCT
ZIKA_VIRUS_PROBE09 TGTGCCCTTCCTCCATTTGGTTGGTAATCAGAGCTTCATTCTCCAGATCAAACTTACTAATGCGGGTGTC
ZIKA_VIRUS_PROBE10 GGATTGACCAGGTAGTTCTCCCAGTTGGAACCCAGTCAACTGGCACAGATGAACAAATGGCATTGGCCAT
ZIKA_VIRUS_PROBE11 ACACGCCCTTCAATCTAAGTTTATCCATTTTCAGGCGACATTTCAAGTGGCCAGAGGACAGCCTTCCCTT
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE01 TGGGCTCAGCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTATGGCAATGAGGGTTGCGGGTGGGCGGGATGGCTCCTGT
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE02 CACAGGACGTCAAGTTCCCGGGTGGCGGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCGCGCAGGGGCCC
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE03 GCATGTTCGACTCGTCCGTCCTCTGTGAGTGCTATGACGCGGGCTGTGCTTGGTATGAGCTCACGCCCGC
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE04 CCAGCTGTCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGCCAACCATGACTCCCCTGACGCCGAGCTCATA
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE05 ATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGCCAACCATGACTCCCCTGACGCCGAGCTCATAGAGGCTAACCTCCTG
HEPATITIS_C_VIRUS_PROBE06 CTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTGTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTGAA
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE01 TTTCTGGAGGTCCTTCCGTCAGATTGGCTTGTGTCTTGTTCATCAACCATATCCATGGATTTATGTTGTA
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE02 GTTCTAATTTTTTCCCCATTATACCCAATTGCTTCCCTAGCCAGGATGTCAATTTTGCAGCCCCTTGCCT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE03 TTGCCAAGTGCGTGGGCACTCCTGTACATATCTTTTCAGGCCAAATACCGTGCAGGCTTCTGTTAACACC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE04 TAGGGAACAGCACTGGTACTTGGACTTCATAGCTGTTGTATGCCAGTTGAATTGGTTCAGGGTGGTCTGT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE05 CACTAGTGTCCGGTTGACCACTACCTCTTTGGCCCTCGCTGATGTACACCTCCCCATCAGCTGTGACTAC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE06 AAAAACCAGCTGCTCCTTTCCTGTTGATACCTGTCTCCAGTTCCTCCCATTCAACTGCATCATAAGTAGC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE07 CGTCAGGTGGCTTAGATCTACTATCCTTCTCACTCTCTTTGGGTGTGATCTTCATGGCTCCCCGCCTGAC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE08 ATGGTGTCTTACCTTCATACCCGGGAATGACCACTGGTTTTTGTTTGACCCACTTGTACATGACCTTCGT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE09 AGGGCACGCCTGTGGCTCGGCAGAAAGCATAAACCATGGTTAAGACATTTAACATACTATTGCCAGCACT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE10 ATTTCTTTCTAGACTCAGGTGGCTTGTTCTTGTTGTGGTATAAGCCATCTTGTGTGTTCTTGCCCTTCAC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE11 GTAAGAGATCATAGTGGTAGTCTTTGGAGCCAACTGCTGTCTCTTGGCTCCTATAGTATCTCCCGGGCTT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE12 AGCTAGTTGGCGTCCAGTTCCCCTGTGCAAGCTGGTATGCCGACACCATGGTTCCGCCTTTGACTGTTCT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE13 TTGCTGTTATAGTCCCCATGTATACTTTACAGCTAGTTGGCGTCCAGTTCCCCTGTGCAAGCTGGTATGC
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE14 CACATTTCAGCCCGGTGTCTACAACTACATCTAGGTCTGGCAATGTGACTCCAGACTCTATTGCATTGGT
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE15 ATGCCGACACCATGGTTCCGCCTTTGACTGTTCTCCCGGGTGGGCACTGTAGCAGAAGTTCTTCAAATAA
BORDER_DISEASE_VIRUS_PROBE16 GGTCCCCCTCTGTAATTTTCTGGGGTTTTCCTGCTTCATGTAGGATTTGTATACCCTTACTGGCAAATTT



BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE01 AGTAAAAACACTCAGGACGGCTTGTACCATAACAAAAACAAACCTCAGGAATCACGCAAGAAACTGGAAA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE02 AGCAACAAAAAAGAAAACACAGAAACCCGACAGACTAGAAAGGGGGAAAATGAAAATAGTGCCCAAAGAA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE03 GCCCAAAGAATCTGAAAAAGACAGCAAAACTAAACCTCCGGATGCTACAATAGTGGTGGAAGGAGTCAAA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE04 TTGTACAATATACCGCTAGGGGGCAACTATTTCTGAGAAACTTGCCCGTACTGGCAACTAAAGTAAAAAT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE05 AAACACACCTACGGTGAGGTGACGTGGGAGCAACTTGAGGCGGGGGTAAATAGAAAGGGGGCAGCAGGCT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_1_PROBE06 ATGGGGGTTGGGACTGAGAGATACAAGTTAGGTCCCATAGTCAATCTGCTGCTGAGAAGGTTGAAAATTC
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE01 TAGTAGTAGAAGGGGTTAAGTACCAGGTGAAGAAGAAAGCAAAAGTAAGGGGAAAAAACACTCAAGATGG
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE02 AACAAGAATAAGCCCCCTGAATCAAGAAAGAAATTGGAGAAGGCACTGCTGGCATGGGCCATCTTGGCAG
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE03 ACAGAAAAAGATAGCAAAACCAGACCCCCTGACGCGACTATAGTAGTAGAAGGGGTTAAGTACCAGGTGA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE04 GAGTGGAAGCAGACCGGATTTCATATTACCTTTTTTGAAAGCCGTGTTAATAAGCTGCATCAGTAGCCAA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE05 TGAGACTGGCCATTGCAAAAGTGATGTACAAGTGGGTAAAGCAAAAACCAGTGGTGATACCCGGCTATGA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE06 ATGGGATTCATTCCAGGACCCCGTGGCAGTGAGCTTTGACACCAAAGCATGGGATACACAAGTCACCAGT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE07 ACACAGGCTAGGGACAGGCCTACAACTCTGACAGGCTGCAACAAAGGCAAGAATTTCTCCTTCGCAGGTG
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE08 TGCTGTTCAAGGAGCACGATTGCGGCAACATGCTGCAAGAGACCGCGATACAGATACTCGATGGGGCAAC
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE09 AGCAAGGGTAGGGACGGCCAAGTTGACAACCTGGTTAGGGAAGCAATTAGGGATCCTTGGTAAGAAGTTG
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE10 AACAGGAGTCTACATGGAATTTGGCCAGAGAAAATTTGCACCGGGGTACCAACTCACTTAGCAACAGACT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE11 TTACCTAATACTGGAAATTACATACTATATGCACAGGAAAATCATAGATGAGGTGTCAGGAGGAGCAAAT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE12 GGGCCATAGATGATGAGGAATGTAAAGGGCTGAAGAAACTGTATCTCTTGTCAGGGAGAGTGAAGAATTT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE13 GAAATATACGGGGCACCCAAGGTGATCACTATCATAAAAGCTAGTACCCTAAACAAAAACAGGCACTGCA
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE14 TTGGGCCCCATAGTTAATGTTATCTTGAGAAGACTGAGGGTGATGCTGATGACAGTGGCCAGCGGAAGCT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE15 CAAATCAATGATTAACCCTGGGAAAATATCAGATCAACTATGCAGAGATGGACACAAAAGAAACATATAT
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE16 AAACAAGCAGACCCCTGGATTGCATGAAGAACTAATGAAGGTTTTTGACTGCTTAAAGATCCCAGAGCTG
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE17 CAATTAGAAGCCGGGATAAACCGTAAGGGAGCAGCCGGCTATCAAGAGAGGAAGAACATAGGGGAAGTGC
BOVINE_VIRAL_DIARRHEA_VIRUS_2_PROBE18 TTAGGTACTATGAAACAGCCATTCCCAAGAATGAGAAGAGAGACGTCAGCGACGACTGGGAAGCCGGAGA
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE01 TCTGCTCACTGGCCTCGATTGCATTGTGGGCTGCCACGGCCCCTACCCCTAGCATGACTGCTATGCCCAC
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE02 CCGTGTCTGTGGCCAGGTAGGTGGGGACTCCTTTGCATATTTTTTCCGGCCAGATCCCATGCAAGCTCCT
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE03 AAGCCACCTTGGTTTCATATGGCCACCAGTCTGGTCTAACACACACATATTTGCCAACATTCCAGACTGA
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE04 CAGCCTCGAACATTATCAAAGTGAAAAGGTTCCTACCGGCTGTCCTTTGGGCCAACTCTTTTGCCTCCCA
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE05 AGGGGTCTATATTGTACCAGTTACACCATCCATGTTTGTTCCATTCATGTCTCTGTAACTTACAGCACGT
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE06 ATAGGGCTTTTTCTAATTTCTTCCTAGATTCTGGTGGTTTATTCTTGTTGTGGTACAGGCCGTCTTGGGT
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE07 TCCTGAGTTCCACTGTTAGATTCAGCTGGTTTGTGTCGCAGCCTTCAGGTTCTTCATGGGATTGAGGAAT
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE08 CTGGTTTTATGGTCCCTATATCTTCATTTACAAACGTGTAAGCCAGCCAGGTTGTAACCGTAACAGCAGG
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE09 CTCCTTCCACTACAATCGTAGCGTCAGGTGGCTTAGTTCTGCTGTCCTTCTCATGCTCTTTTGGGGCTAT
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE10 TTTCAGGGGCGAAGTCAGACAGAACAACCAGAGAGAGCAGCAGAAATTCTGATAGGTGACCCCCCATCTC
CLASSICAL_SWINE_FEVER_VIRUS_PROBE11 GGGCAGGGGCCCAGCTGATTGCCATCTCCCTCACGCTAGACTTGATACTGTCACGGAACTTATACAGGAG
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE01 CGTTAACCCGGTAGCCGTACAAGGCCACAAATTGGGCAGCCATCTCATCCATGTTTCCAACCCTCTCAAT
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE02 CCCCTCGGCAACCTCCTGATTGTAGTTTTCACAGGAGACCACACAGGCGGCCCGTCCCCTTGGAGAGTTG
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE03 ATCTCCCCCGGTTCCCCGCGCGGCACGCCCCTGCCCGGCAGTCTTGAGCGTGGCATGGAGGGTGGTGAGG
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE04 AAGCCTGCCTCATCCTTGACCATTAGCCTGGGCATGCGTGAACTGCCAGCGTCCTGAGGCTGCTGCTTTC
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE05 CCTCCGGATCCCACGTACGCCCGGGCAGGGGCACAGCACCAAGCTCCGCCACGTATTCCCCGTTTTCACA
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE06 TCGTAGACATGGAAGTCCAGAGGGCTTCCGTGGGTGTCTGCCTCCGGCCTTGCCGTGCCCTCTTGGGCAC
HUMAN_HERPES_VIRUS_4_PROBE07 AGGGAGTCTTGGTAGAAGCACAGGGGGGGCTGAGGCCCCCGCACATCCACCACCCCTGCGGCGCCTGGTG
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE01 CCCAGTTCATGTTTCCATCGCCGCTAACCTGCAGCATGCTCAACCCAAGCTGGTTTATACCGGTGGTGCT
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE02 CGCATAGTTGTACCATCTGCTCCACAGTGATGTACTGCAACATGATCCATGAACAGTACACGGCGTGATA



HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE03 ATGCAATGCTTCCCAATAGCGCTGTCATTCTCCGTCCCCTTCTTCTGGTAAGCACCTGTGTACAATACGC
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE04 TTAAAAATCCCTTTGGGGTCCTCTTGAGTCCCTGCAGATCCGCCCAGCCCACGTCCCCCATTGACGCGTC
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE05 CCGGGGGCTGGCAACCTACGTAGGTTGACAACAGCGAGCTTGTCCAAGAGACTTCGTTTTCCCCACCGTC
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE06 GGCCCACCTGGCCACCTACCGCCGGCTCCTCAAGTACTCCACCCTGCCCGATCTATGGCGGTTTCTAAGT
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE07 TGAATTCCAGTTCTATGGAGAGGTTGGTTCTCCCATTGATGAGCTGCGTGGCGGAGCGGGTTATTGTCGT
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE08 CTGCATTCAGTGAGCATGGCAGATGTTCGTCACCGGGCGCGCCACTTTGGGAAGGCGCTGTAAGGTCAAT
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE09 GAACCCTCCCCTTGGACACCACAGATTATTCTTTGAGGTGACTCTAGGGCACAGAATTGCCGACTGCGTA
HUMAN_HERPESVIRUS_8_PROBE10 TATACGTGACGTGAGGCAAGGGTACCGTAGCTATTATCTTGTCGGCTGTAATCTTTGAACAGTTAATCGC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE01 GGGCCGACTCATCAAAAACCAACACCCGTGGGTCAAGATGAAAGCCGGCCGAGAGCCAGCGCCTACACTG
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE02 TGGCCTCCACTAGCTCGTACAATTCACAGGTTGTAACCTGTACGTGGCCAATGGCCGGGATAAAACGGGC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE03 TCACAAAAGAGGCAGCATCAAAGGATGCGGGGTACCTTTGGTAAAATGCATGACAGAGCCCACCGCCAGG
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE04 TCGTGAGCTTGCGGAGAAAATCACTCACAGCGAGGCGGAGCTGCTTCGCCCGCTCGGGGCCAGGGCCCCA
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE05 CTGTTAATTCAAATGTTACGACACTATCACAGGTGGTGAGTTCTTGGGGCAGGTAGAGAAGGCCCTGTTC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE06 CAGTAAGCCGGCCGGCGAAGCGCACGACGTCAGGAAGCGCGCCAAGGCCGGGGGCCACCACAACACCTGC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE07 CCTGTTCAAGCTCAGGGCAGGGCGGTAGAACAGCCGCGACAGGGGCAGGTCTGTGGCCAAGCTCCTCAGC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE08 TGTGGCGCTCTGGGCCATTAGTCTCTAAAACCGCCCCGTCAACAAACGACGTGCGGAAGGTTTTATTACC
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE09 CAGCCGCCGAGAAGACGGTGTCATCAAAGGCATCCCCATAAAACACACCCTGAGGGAGCAGGGCCAGGAT
HEPATITIS_E_VIRUS_PROBE10 ATATGCCGGTCCCGAGGAGTGGGTATGCAGCGGTACCGAGGCGGGAGCAAGTCTCCCGGTAGGCAGCCTC
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE01 TTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGATTTCTGGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTAGTTCTACTG
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE02 CAGTAGAACTAACAATTCTGCATTATATGTCCAAATGTCCAGAAATCCATCATCAACTTTTTTATTTAAA
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE03 ATGAATGCATGGAAAGTGTAAGAAATGGGACTTATGATTATCCCAAATATTCAGAAGAGTCAAAGTTGAA
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE04 TTCAACTTTGACTCTTCTGAATATTTGGGATAATCATAAGTCCCATTTCTTACACTTTCCATGCATTCAT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE05 GGCAATCAGTTTCTGGATGTGTTCTAATGGATCTTTGCAGTGCAGAATATGCATCTGAGATTAGAATTTC
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE06 GAAATTCTAATCTCAGATGCATATTCTGCACTGCAAAGATCCATTAGAACACATCCAGAAACTGATTGCC
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE07 ATGATGCAACTTATCAGAGGACAAGGGCTCTTGTTCGCACCGGAATGGATCCCAGGATGTGCTCTCTGAT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE08 ATCAGAGAGCACATCCTGGGATCCATTCCGGTGCGAACAAGAGCCCTTGTCCTCTGATAAGTTGCATCAT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE09 ATGAAAGAATGTGCAACATTCTCAAAGGGAAATTTCAAACTGCTGCACAAAAAGCAATGATGGATCAAGT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE10 ACTTGATCCATCATTGCTTTTTGTGCAGCAGTTTGAAATTTCCCTTTGAGAATGTTGCACATTCTTTCAT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE11 CACTGAGTGACATCAAAATCATGGCGTCCCAAGGCACCAAACGGTCTTACGAACAGATGGAGACTGATGG
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE12 CCATCAGTCTCCATCTGTTCGTAAGACCGTTTGGTGCCTTGGGACGCCATGATTTTGATGTCACTCAGTG
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE13 AGGGATACTCTCTAGTCGGAATAGACCCTTTCAGACTGCTTCAAAACAGCCAAGTGTACAGCCTAATCAG
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE14 CTGATTAGGCTGTACACTTGGCTGTTTTGAAGCAGTCTGAAAGGGTCTATTCCGACTAGAGAGTATCCCT
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE15 TCATAAGGATGATGGAAAGTGCAAGACCAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTCTC
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE16 GAGAGCTCGAAGACTCCCCGCCCCTGGAAAGACACATCTTCTGGTCTTGCACTTTCCATCATCCTTATGA
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE17 AAAAGGCAGCGAGCCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAA
INFLUENZA_A_VIRUS_PROBE18 TTGTCTCCGAAGAAATAAGATCCTTCATTACTCATGTCAAAGGAAGGCACGATCGGGCTCGCTGCCTTTT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE01 AAAGGGTCCTTTGGGAAAGCACTAAGAGTAATATTCACCAAATGTTTGATGCATTATGTATTTGGAAATG
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE02 CATTTCCAAATACATAATGCATCAAACATTTGGTGAATATTACTCTTAGTGCTTTCCCAAAGGACCCTTT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE03 ATCAATACAGAGACGGCACCAGGAGGACCCTACAAGGTGGGGACCTCAGGATCTTGCCCTAACGTTGCTA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE04 TAGCAACGTTAGGGCAAGATCCTGAGGTCCCCACCTTGTAGGGTCCTCCTGGTGCCGTCTCTGTATTGAT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE05 ATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCCAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGTGGCTTCCC
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE06 GGGAAGCCACCAATCTGAGAAACATAATGTGTGGTTACTCCATTGGCAGATGAGGTGAACTTTTGAGGAT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE07 GCAAGTGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGCCTCCACGAAA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE08 TTTCGTGGAGGCAATCTGCTTCACCAATTAAAGGCAAGGACCCTTTTATTACCTTGCTCCTGCCACTTGC



INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE09 TTTAAAAGAAGAGGTGAAAACAATGTACAAGACCACCATGGGGAGTGATGGTTTCAGTGGACTAAATCAC
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE10 GTGATTTAGTCCACTGAAACCATCACTCCCCATGGTGGTCTTGTACATTGTTTTCACCTCTTCTTTTAAA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE11 GCCCTGTGTTTGCAGTAGAAAGACCTATTGCTCTAAGCAAGCAAGCTGTAAGAAGAATGCTGTCAATGAA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE12 TTCATTGACAGCATTCTTCTTACAGCTTGCTTGCTTAGAGCAATAGGTCTTTCTACTGCAAACACAGGGC
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE13 GAGGGACACAGCAGAGGATTATGATGACCTCGATTATTAAAGCAATAAAATAGACACTATGGCTGTGACT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE14 AGTCACAGCCATAGTGTCTATTTTATTGCTTTAATAATCGAGGTCATCATAATCCTCTGCTGTGTCCCTC
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE15 CAAATGGGCCATTACCCGAAGACAATGAACCGAGTGCCTATGCACAATTGGATTGTGTTCTGGAGGCTTT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE16 AAAGCCTCCAGAACACAATCCAATTGTGCATAGGCACTCGGTTCATTGTCTTCGGGTAATGGCCCATTTG
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE17 AGAATAACAAGAGTGGAATACATCAAAAGAGCATTATCATTAAACACAATGACTAAAGATGCTGAAAGAG
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE18 CTCTTTCAGCATCTTTAGTCATTGTGTTTAATGATAATGCTCTTTTGATGTATTCCACTCTTGTTATTCT
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE19 GACTAAAGATGCTGAAAGAGGCAAACTAAAAAGAAGAGCAATTGCCACCGCTGGGATACAAATCAGAGGA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE20 TCCTCTGATTTGTATCCCAGCGGTGGCAATTGCTCTTCTTTTTAGTTTGCCTCTTTCAGCATCTTTAGTC
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE21 AAAGAGGATTTCGAAAAAGCAATGGCTCACCTTGGTGAGATTGGGTACATGTAAGCTCCGGAAATGTCTA
INFLUENZA_B_VIRUS_PROBE22 TAGACATTTCCGGAGCTTACATGTACCCAATCTCACCAAGGTGAGCCATTGCTTTTTCGAAATCCTCTTT
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE01 TCCAAATCCTTCACGTATGAGATTGAGCTATGCATTTGTTTTGTATTGCAGAAATACTAAGAAGATCTGT
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE02 ACAGATCTTCTTAGTATTTCTGCAATACAAAACAAATGCATAGCTCAATCTCATACGTGAAGGATTTGGA
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE03 ATTGAAACAGGAATTAGAAAATGTTTCAGATGCATTAAAAGCGGATTCGTTATGGCTACCGATGAAATCT
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE04 AGATTTCATCGGTAGCCATAACGAATCCGCTTTTAATGCATCTGAAACATTTTCTAATTCCTGTTTCAAT
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE05 GAGCCCAGCTCGATCCCTATTGGGAAATGAAACACCAGATATTGACAAGACTGAAGCTTATATGCTCTCG
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE06 CGAGAGCATATAAGCTTCAGTCTTGTCAATATCTGGTGTTTCATTTCCCAATAGGGATCGAGCTGGGCTC
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE07 GCAAGCGACATGCTGAATAAAGCAACTTCTAGTTTGAAAAAATCAGAAGGAAGAGACATCAGAAAGCAAA
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE08 TTTGCTTTCTGATGTCTCTTCCTTCTGATTTTTTCAAACTAGAAGTTGCTTTATTCAGCATGTCGCTTGC
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE09 ACGAAATTGCTGGTATTACTGGCCTTGGAGAAGAAGCACTATCTCTCCAAAGACAAACAGAAAGTTTGGC
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE10 GCCAAACTTTCTGTTTGTCTTTGGAGAGATAGTGCTTCTTCTCCAAGGCCAGTAATACCAGCAATTTCGT
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE11 TATAATGAGACCCCACTTGGAAAAAGCAATAAAAGGAGTTGAAGGCAGAGTTGGAGAGATGGGACGAATG
INFLUENZA_C_VIRUS_PROBE12 CATTCGTCCCATCTCTCCAACTCTGCCTTCAACTCCTTTTATTGCTTTTTCCAAGTGGGGTCTCATTATA
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE01 ACAAACGCATGAGCTGCTTCATCTTCTGGATGTCGCCTGAGAGGCTACTAAGTGCAAGGGCTGATGTCTT
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE02 TGCCGTTGGCAAAGCCATCAATCTCAAGCACGGCCAATGTGGCTTCATTCTGTTTCCCTGCAAGGGCAAC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE03 TGGCTTCCATGACTGCAACAAATGTTTTCAGCTGTTGGATTTCGGACCCCATCATAGGGATGGAGGATGT
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE04 GGAGACCATGAGGGGTTGCACCAGCTGATAGTTGTGACTCCTCCCATTGTCCATGATATGCTGTGTTCAC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE05 GCCTTGTTTCCGACTCATCTGCAGTCTCATACGCAGTCATGGCTTTTGCTACTGTGACCCATACTTGAGC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE06 CCTGTGAGTGGGAGCATAAAAGAGATATGAGAGCACCTTGCCTGAGTGGTTTGTTGGCATCTTCGCTAAC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE07 ACTTGCTTAGGAGCTTGGCTGAAGAACTCGGGTGCATTGGGCGTGACATGATCAATGCACGGACAGTGTC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE08 TGGATGGTTGTTTGTCAGATCTGTCCTGTCGATCGGGGTTGTCTTGACTGGCCGGTGGCTGGATGCTCCC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE09 TATCACCAAGTAATGTCATGTACGGCGCATTATCTCCTTTCATCCGATACAAACGCATGAGCTGCTTCAT
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE10 CTATGCTGCTGGTCACCTCGGAGACTCGTTGGGCAGCAGCTGCCAGGCCCCTCCTTGCTGCCGGGGTTAG
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE11 CAAGGCGCTTGATTTTCCTGATTTCCTCGATCGACCCGGCTGCATCTAACTTGCTTAGGAGCTTGGCTGA
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE12 CCCCTCCATGAGCTCCATTGGGGCGAGTCTGAGCCGCGAGGAGCTGTTCGTACTCGTCGAATACGGAAGA
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE13 AGAGGATGTATTTCTTTTGGACCCTGCCTTGCTGCATATACTTATTGATTCGCCTTGTTTCCGACTCATC
NEW_CASTLE_DISEASE_VIRUS_PROBE14 ATCGGGCAACTGCCCGTAGATCACTCAAAGATGAAATGTTGGCACAACCGGGATCCAAAATCTTCATCAT
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE01 GTCTGGCTGTAGTACGCCCAACTCCTAAAGGCAGCGATCCAAATGTTCTTCCAATTGGAGGTCCGAGGCC
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE02 TCTCAGAGAAAAGCTCATCATCGTACTCACTGTCAGACTCAGCCTCATTTGAGGTCCTGGGAGGGAGTTG
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE03 TCAAATCTTCATTGATCTCCATGAGCGGGTAACACAGGATTTTCTTGAAACCTAGCTGGGCATTCAAGGC
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE04 TACCGACAGTGCCTGCAGGTACCACGAGACTGTCAGCATCTTCGATTCCCTTAACCTCTTCACCGCTGTG



CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE05 AGACTGTCAGCATCTTCGATTCCCTTAACCTCTTCACCGCTGTGATCATAAACATGATCACATCGTATTC
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE06 CATGTGAGACTGACCTCTCTTCTGTGCCCTTTTTAATGGATCCACACTCCGGATCCCTTGTCTTACCTTC
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE07 CAGGTTTGGTCTCTGAGGCTGCTGACCTCTTGAATCTCCTCAATGTCAGGAGGATTCTCTCTGAGGGCTT
CANINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE08 GAGTTAAGATGTGCAATGGGGTGTTATTATAAAATACCAGTTGTTCCTTGACACCTGCAGTTCGCCTTAC
MEASLES_VIRUS_PROBE01 CCGCGGATGCGAGGTGCACCGCCTTCAGTTGATCCAATTGCTGAGAGGCATGGTTTGCTGAGACCCGAAC
MEASLES_VIRUS_PROBE02 TCATGTTGAATCCCTCAGGGTCTTGCACTTCAATATCTGAGATTTCCTTGTTCTCGAACCATCCGGACCT
MEASLES_VIRUS_PROBE03 GTGAAAAGTATTGGTCCGCCTCATCCTCCATGTTGGTACCTCTTGATGCGAAGGTAAGGCCAGATTGTGA
MEASLES_VIRUS_PROBE04 AGGTGGTAGGTTGTATCGGAGCGATCGACCCTTTGATGTCCCATGCCGACTTGTCGAAATCGTAGATCTC
MEASLES_VIRUS_PROBE05 GGGCGTCAGCTGACCTTCGACTGTCCTGCGGATCTTGGCCTGACTCCGATGCAGTGTCAATGTCTAGGGG
MEASLES_VIRUS_PROBE06 ACTCCGATGCAGTGTCAATGTCTAGGGGCATGCTGGTTGGAGGATGGGCAGCTCTCGCATCACTTGCTCT
MEASLES_VIRUS_PROBE07 ACCCGTTATCCGAAAGACGGGTGATGCTCATATAAACAACACGGAACCTCTGCGGGGTGTCCAGCGGTAT
MEASLES_VIRUS_PROBE08 ATGTGGAACTGACCTTTCCAGCTGACCTCCTCACCATCTCTTGCCCTAATCTAAAATATGCTGGATCAAA
MEASLES_VIRUS_PROBE09 CAGCTGACCTCCTCACCATCTCTTGCCCTAATCTAAAATATGCTGGATCAAAGTAAGATCGACCAAAGTT
MEASLES_VIRUS_PROBE10 CAGGGCCAATCGCCTTGTCAATCCTAAGGGTCACTAGCAGGTTGAAGGCCACTGCATTGACCGATCTGAA
MEASLES_VIRUS_PROBE11 CCTGCCTCCTCTTCCTTGCAGGTGGCTCGGTCCTGTCCTGGGTTGTCTGATATTTCTGACCATGCTGCCA
MEASLES_VIRUS_PROBE12 CACTTTGATCACCGTGTAGAAATGACACTTGGGCTTGTCTGGGTCCGACCGCTCTACTGATCCTGTCCTC
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE01 AAGATGATGAGCGACCTGTGTCATAGATATAGTACACGATAGCATGCTCGCTCCTAGAAACATCATAAGT
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE02 GGACACTCCCCACAGACGCATTTTGCTCTGATGACTCCCATCTTGACTCTGGCACAGCTTGGGTTGCACC
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE03 TAGCTAAGTCAAGACTGACCCTGATCACCCCGTAAGCAGGGATTCTCCCCTCTGACCACGGGCCTGATCC
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE04 AGTCCACATCGCTGTCGTCAGATCCATCCTCTCCTCCATTGAAGACGTTAGCAACTGGAGGATCTGCTTG
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE05 CTATTGCCTGATTCGACTTCTCAAGACTGGTTTTTAAACTCTCAATTGCTTGGGAGTTCATCAATGATTG
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE06 TAATATGGAGACTTGTTCCACCTATTCCTCCCAGGGCAAAAACTAAACCCATCTTTTCAATCTTCATTTT
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE07 CTCCTGCAGTTATCTGAGCGGCTGTCGCAACTCCAAGTGCTACTCCGGCCAGAACAGCTCCAGCAAAGCG
PESTE-DES-PETITS-RUMINANTS-VIRUS_PROBE08 TGGTGGGTTCTATGCGAGCAATTGACCCTTTGACATCCCATGCTGATTTATCGAAGTCGTAGATCTCGGT
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE01 AATATTGATGACTAGACCTGGTCATAATCTTATAATGGGAACTATCAGTCCCGATGATTCCAATTGTTGA
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE02 GCTCCTCAGGTCTTGCGGCTGTACGACCGACTCCTAGCGGTAATGAGCCGAATGATCTACCAATTGGAGG
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE03 GAAACTGTAGAGTTCTCCCGTCCCTCTTTTGGCCCCCGGCATTGTGGCCTGTGCCAAGCAGAGCAGTCAA
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE04 AGGATTCTATCAATACCTTAGCATCATCTAATTTCTTCAGAGCACTGCCTAAGTTTGTCCCAACATCTAA
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE05 TTACCAAGATGTTGAATGCCAATGCATTTTTACATCGGAAATCAAACATTCCGCGAGGGATCCTGTAACA
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE06 AATCTTCGCTAGAATCTTCAATGCTATCATCAAGGCTTCCCTCTCTTCCTTCGAATCCCCTATTACTTGG
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE07 TTGTAGGTTTGATCCCTGATGTTGCTGACCTCTTGAATCTCTTCCATGTTAGGAGGATTTTCTCTGAGGG
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE08 TGACTTGATGATGCACTGCCTCTGTTTTTTCCATATCCTCTATCAACAACTTATTGAACTCCAAATTGCT
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE09 TATAAGCAGGGGAGACCTCCCCATTTGTATCTGACTGATTTAGAATCTTGGTGAGCTGTCTCATTTTGGC
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE10 ACATCGCTGACACTGTTTGATCTCTTTGTTGGCGTGTGTGATTCATCGATATTCTGAGTGATTTCTTCCT
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE11 CAAAATTTTCTTCAGTATCGTCAGTTACTAATAGGTAAGTCTTACCGTAGATCCCTTCTGAGATTGCAGT
PHOCINE_DISTEMPER_VIRUS_PROBE12 ACCCAGACAGCCGATCATCAATGAGCTGATTGGAATACTTATCACCTCCTTGGAATTCAGACTTCATGGT
RINDERPEST_VIRUS_PROBE01 GGATCATTTCTTGGCCTGCTTGTCGTATTTCCTCAATTGCTTGATTAGTTGTTTCCAGACTTGCCTTAAG
RINDERPEST_VIRUS_PROBE02 CGGATCTGAACTCTAGTATCTTCCTTGGTACAGTGTAATAACCGCTGTCAGATAGACGCGTTATACTCAT
RINDERPEST_VIRUS_PROBE03 GCTTTTGGATCTCGTCCCCTTCTACTGTTTCAACATCGGAGGCTCTTGTTGCTGGAGAGATGGGAGAAGA
RINDERPEST_VIRUS_PROBE04 GATGAAGAGCAATCCCTGCTGTAATCTGGGCTGCGGTTGCAACTCCGAGAGCTGCACCAGCCAAAGCGAC
RINDERPEST_VIRUS_PROBE05 CAACATGGACCATAAATGTCGCCTCGGAAAGGCCCAATCCCCCCGCTGCTGGTCTTCCAGGTTCAGTGTC
RINDERPEST_VIRUS_PROBE06 ATGAAGACTCGGCCATCGTTCCAGATGAGGTCGATTTCACGTCTGTGCCCTTTTTAATGGGTTTCTCTGA
RINDERPEST_VIRUS_PROBE07 GCTCTTGTTGCTGGAGAGATGGGAGAAGATCCCCAGTCAGCGGGAGCACTTCCCTCGGGATCAGGTTCGC
RINDERPEST_VIRUS_PROBE08 CATCTGTTCTCGTCACAGGGACAGCCCATATGGCAGTCCCTGCAGCTATGATCCCCCTATGAGTTGTGAT



RINDERPEST_VIRUS_PROBE09 ATTCAACCCCAATCCCCATAGCATAGCTCCACAACAGGGGGTATGCTCCTGCACTGAACTTGTTCTGGAT
RINDERPEST_VIRUS_PROBE10 ACACCATCATCAGCGCCTGATTGAACCAGGATAGAGTCAGCATCTTCGACTCCCTCAACCTTTTCACCGC
RINDERPEST_VIRUS_PROBE11 GAAACACTGGTGTGCCCACTCCTAGTTCTCTAATTATGCCTACTTCGAAGACTCGGTAATCCTGTTGCCA
RINDERPEST_VIRUS_PROBE12 CTGATTGAGTTTTGTCACTTTGGACTACCTCCACCAATTTAATGCTGATATCAGGGTCATCAGTGATTCT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE01 ATCAACAGGTATTGAGGACATTGTACTTGACATTGTCACTAGTAATGGATTAATTATAACAACAAGATTC
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE02 GGGTCACACAAGAAGCCAAGCAAAGCTTGAAGAAACACATGAAGAACATCAGCAGTTCAGATACAACCTT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE03 AACTGACTGGATGTTTGGGAGTGATCTTGAGTATGATCAAGACAATATGTTGCAAAATGGTAGAAGCACT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE04 GACAAGATGGAACAGTTAAATCCAGTCTAGTGTTGAGCGGTGATGCAGTAGAACAAATTGGATCAATTAT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE05 TTTATTCGGTGATACTTGTAATCAGATATTTGGGTTAAAGGAATTATTTAATTGGCTGCACCCTCGCCTT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE06 TAATCCGCCTGAAACGATTGAAGATTGGGATCCCATAGAAGATGAGAATATCTTAGACAATATTGTTAAA
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE07 AATTGGATCCTAAGTTACAATCAATGTATTATAAGGGTAACAATTTATGGGAAATAATAGATGGACTATT
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE08 GTGGACTATTCCAATGAGACAAAACTATTGGGGGTCAGAAGGAAGACTGCTTTTATTAGGTGACAGAATA
BOVINE_PARAINFLUENZA_VIRUS_3_PROBE09 ACTAAAAGAGAACATCAAGAGGTACCAATACAGAGAATGACTCATGATAGTGGTATAGAACCTCTAAATC
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE01 CTGTCTCCTTCCTCGTCGCTTTCTGGTAAGGTCTCGAAGCAGTAGAGGACGATTGGTTCTTCTCCCGGCT
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE02 ATGGATGCTGTACGTACGGGTATCTGTGATCCCCGTCGCAGAAGATGTGCATGCCTGCAGTCAGATCATT
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE03 GTCCATTGAATATTTCATTAGTCCCTTTGCTGGCCAGTCGAGTCGAGTGCCAGTAGAAGCCGCAGAACTG
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE04 TTCCTGGCGGATGTGACATTGGAATGGATCCGTCTTGTGTGTCCAGGAGTGTCTTTCTGTTGACTCTCGG
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE05 ATAGCCCCACTGCGTGGCAGATGGCCTTAGCGAGATTGGTTTTCCCTGTGCTCGCCGGCCCATAGAAAAG
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE06 AACCCGATCCTACCACGGACCGAGTCGCCAGTTCAATTGGCTGATTGCCAGCCTCGTCGTTAGGTATATC
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE07 TGAACCCAGTAGCTTGGTGAGCGAGTGAGTTGATGTCGTGAGCGCTCAGTCTATCAACCTCCTCCCGCAT
BOVINE_PARVOVIRUS_PROBE08 CTGACATCCAGTTGCTGGTTCTTAGTGCTGCATTCTGGAATCGTTGCTTGTTTGGTTGTTTGGTCCGCTG
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE01 GTCCGAGGGCTTGTTCCCGAGTAGCCGCGCTTTGTGTGTTTCCAATGTATCCAAGCGATGGTCCTGGCAT
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE02 ACGGACTGTATCGCGTGTACACGAATTTTCCTGAGTTGTTGTAGTTGTTTCGTGTAGCGAAGTAGCGTCT
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE03 TGTGCCAGTAGAAGCCACAGAACGCAGGAAGAGGTTCTTTGCTTCTGCTTTTATGTTCATTGAATACATG
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE04 TGAAGGCAGTGTAAGCTGATGTCCCAGGTGGAGCAGTCACTACAGTTACTGGTCCGAGGGCTTGTTCCCG
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE05 TCGATTGTCTCGAAACAGTGGAGGACGATTGGTTCCTGGTCCATCCCCTGTGGAATGATCCCAAGTCTCT
CANINE_MINUTE_VIRUS_PROBE06 CTGGCATCCACTGTGATGGCTTGTTATACGGACTGTATCGCGTGTACACGAATTTTCCTGAGTTGTTGTA
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE01 TTTGTAGTTGTTGAAACTGTTGTTTCATTTCATTAAAGATTGAATTAGTACCATCTCTAGCAATGCGAGT
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE02 ATTTGTCTGAAAAGTGAGAACCTCCGACCCACCCTCCAGTGGAAATCCCCACACCAGATCCTTTTCCTCC
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE03 GTTTGTCAGCCCTTGGTTTTTTGCACCAGATTGGATTTTCTCTGGTGATAGGAAATCTGTCCCAGACTTG
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE04 AGTGCCAGAACATATTTCTGTATTTTTGATCTAGTGTTTTCTTTTGATTAAACAATAGTTCTCTAGTGTT
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE05 TTGGGTGTTCCTGATGATATGAGCCCGAGCCTCTCTCCCCACTGTGTCGGATCGGGCTGCGGCTCCTGCT
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE06 TCTTTGTTGCGTATCTTTCTACCTCCCATACAATTTCACAGCTGACTTGTCCAGTACAGTATATGTTTAG
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE07 TCTCCCCTCTTTCTGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGAGCGATGCTTGTCTTTCATATTCCCTGAGCTCAT
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE08 TACTTCCTGTTCCTCCCCCTGAGGTGTTTTGTGGTGCGTCCACAGTATCAGGTTGTTGGTCTTGAATGTC
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE09 ATCCTTTTCCTCCTCCAATACTTCCTGTTCCTCCCCCTGAGGTGTTTTGTGGTGCGTCCACAGTATCAGG
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE10 CATCTGCTTCCATGCTTTCAGCAGCAGAAAGCATTTCCTCGTCAGTTATCTCGTCTGCTTCTGTCTGTGA
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE11 GCTGTGATTTTCCACTTTGGTTTGTTGTTTCAATGGCCTCTGTTTTGTAGAGGTGACCATTCTGAATTGT
HUMAN_BOCAVIRUS_PROBE12 GAAACATCCATATGTCCCCCACTAGATTGTATGTGGTTTGGTTTCCTTTGTATAGGAGTTGGTCTCTAAG
CANINE_PARVOVIRUS_PROBE01 GTCTACCAAATGCATATCTTGGATCACCATCTGCTGCTTGATTTTCATATGTTTGCGCTCCCCCCCGTCC
CANINE_PARVOVIRUS_PROBE02 TTTGCGCTCCCCCCCGTCCTGCTGCAATAGGTGTTTTAAATGGCCCTTGTGTAGACGCCTCAAAAGAATA
CHICKEN_PARVOVIRUS_PROBE01 CTGCTTTGTTGTGACAGTCGTTGAGTGGGAAGTTTTTGTTGTTATGATTTACGTTACCGTATATTTGTAC
CHICKEN_PARVOVIRUS_PROBE02 CGGTCTCCCCCCCACCGTTCCCCCAACCAGTTTCAGTACTTACATAGCATACAGGTAGAGTGTCCCCTGG
CHICKEN_PARVOVIRUS_PROBE03 CGTGGAAATATAATGCGTTTTTTTTCCCTGCTTGTCCGGATAGCCAGCACAATATCAGTCTAGCAACGTA



CHICKEN_PARVOVIRUS_PROBE04 ATAGTAGAACTGAATCTTGATTTTTTTTATCTATTCTCACTGAGGATCCCCCCATGATACATTTTGCAGA
FELINE_PANLEUKOPENIA_VIRUS_PROBE01 TTCCATCTGTTTGCGCTCCCCCCCGTCCTGCTGCAATAGGTGTTTTAAATGGTCCTTGTGTAGATGCTTC
FELINE_PANLEUKOPENIA_VIRUS_PROBE02 GTAAGCCCAATGCTCTATTTGTTTGCCATGTATGTGTTAGTCTACATGGTTTACAATCAAAAAAAAATGT
FELINE_PANLEUKOPENIA_VIRUS_PROBE03 GTCTACCAAATGCATATCTTGGATCACCATCTGCTGCTTGATTTTCATCTGTTTGCGCTCCCCCCCGTCC
FELINE_PANLEUKOPENIA_VIRUS_PROBE04 GCGCTCCCCCCCGTCCTGCTGCAATAGGTGTTTTAAATGGCCCTTGTGTAGACGCTTCAAAAGAATAATA
MINUTE_VIRUS_OF_MICE_PROBE01 CCAAGTTAAGCTGGCTCATGGTGTTGCAAATGTATTGCCAGTCACTTGGCTGGAGCCAAACTCCCCAAGC
MINUTE_VIRUS_OF_MICE_PROBE02 TTGCTGCAGGTGTGTATGGCAAAATGTTGTTTGAGTCTACTGCAACCATCATGCAAGCTGTAAGGTCATT
MINUTE_VIRUS_OF_MICE_PROBE03 CAGGTCTTGTTATAAGCGGCACAGACTGCATGTTTCCAGTAGCAGTTGGTAACCATTTAGTTACACTCAT
MINUTE_VIRUS_OF_MICE_PROBE04 ATATTTGTCCTTGAGGGTATACAGGACTTGGGTGTGAAAATGCAGTTAGTGGACCATAGCTGTTAAAAAC
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE01* TTTGAGCATTATCTTGAAGCCAGTTGGTAGCTTTTAGTACCTCTTCCGAGTAAGTGTTTCCCGCTGCCAT
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE02* TGTCCGTATTGCTGAATCTGGCGGTGTTGGAGTTAAGTGCAGGTTGGTGAAAGTTGGTGTTGTTGGCTCG
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE03 TCCGTTTTGTGAGGCTGTCGATTTCTGATTCCCATTCCATGTCTGTTGCCTGGTCCCATGATGTTTCTGC
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE04 CATTACCAACTAAGTTTGCAATGTGTTGAGCAATTATACTTTTTCCTGTTGATGCTGGCCCATGAAATAG
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE05 TGACTTTTTGTGTTTTAAATACATAAGAGAATGCTTCTTTTTGAGCATTATCTTGAAGCCAGTTGGTAGC
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE06 TTCCCCAATGATGCATATAGCTAGCCATTGTTGCTTGGTAACCTTTCTTTACCAACCAAGCACATATTAG
PORCINE_PARVOVIRUS_PROBE07 TCATTTCCGCATCTGTTGTATCTTTGTTGTAGTTATTCCAAGCAATTTCTTTTCCATTTAGATTGACTTT
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE01 GATCAGCCAACAGCTCTTTGGCTACACTCTGGCACGTTGGATTAAAATGCTGGTCGAACTTGGAGAAGTC
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE02 GGCCACCCTCCTGGCCTCGCCACCCGAGCACAGCTGCACCAGACCATTCACGACCATTCTGGCGCATGAC
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE03 AAGAAGGTATGGATGGTGAGGTCGTGTGGAGTTGCTTTATCTACACTGATCATAGTGTAGTCATTAACGA
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE04 GTTGATAGACCTGCAGCTCACGAATATTAACAGCGAAAGGAAACATCCACACTACCCGCTGTTTCACGTC
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE05 TGCTGGCAATATGTTCTTGTGATTTACGATTAGCGGATGCGATTTCCTCACGACTGGCTCGATCCGCACT
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE06 TATTAAAATATTTACTCCATACATTAGGGGCTACTTGCATAAGTAGTCCTCCTTTCTTAAATAAATTTCA
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE07 CATACTTCATGCATCCGAGCCAGAGTTTCACCCGTAAGGATGGTCCAATCATTCAGCTGAGCAAAGGGAC
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE08 CAAGATTTTCGTTGGTGGCACGTATCGATTCGTTCAGCTCAGCTCGGTCCAGAGCTAGCTGTCCTCTCTT
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE09 ACGACTTGGTGTAGCCAAGGAAATCTGGCATCATGTCGATAGCCTTCTGGGCCTCACCAGCGATGTTGTC
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE10 CATCACATGGTATAGTCTTAGATACAACTGCTTTCCGCTTGGAGAAGTATGGCGATCCACTGTTGGTTGA
HUMAN_PICOBIRNAVIRUS_PROBE11 ACGTCAGGGTTTTGTGTAATTTGCCACTGACGGCCTGGGAAACCAGTAAGAGTGGAAGTTTCCAGGATAG
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE01 ATTGTTTTGCCTCTACAAACGTACTTACACAAGTACGCCAACAGAGTGGTCACGACTGAAATGATGACCG
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE02 TAAGTGATAACTCTCTGAGAAGCATCCTCCGCTGCGTCGTTCCAAACATTCTTGAAGTACAACACATTCC
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE03 ATACTAGCATTGTTACCCACGAACAGCTGGTCTTTCAGACCAGACACAAGTGAAGGATCATATCTAAGAT
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE04 AAGGATTTGCTTGACTCTTTCTTCATATTTTACCTCCTAGCTGAAGAGTCCGAATAATCCACCTTTACCA
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE05 GCCTTATCGAACTCGATGGTAGCCATTAAACGTGTCCACTCCAGCACGTCACTATACTGCGGCTCCATGA
RABBIT_PICOBIRNAVIRUS_PROBE06 TAGTTAGCGAAAGTTATGGCTCTGCGAATTTCAAAGAGCACACGATYCGCTTCTTGAATAGCAAGAACCG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE01 GAGTTCTGGTTCCATTAGGCAGGTTATCCTTGGACCAACGGTTGTCCATGGCAAAAGCATCTAAGGTTGG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE02 GCAGTGTTTTTGGTTTAACTCTCGCTGTCTCATTGTAAGGTCCCTGCTCCTGCTCATCCAATTGCACACG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE03 ATGGGGCAAAGAGCCGATCATATTCCTGCTTGCCAGAATGAACGGCAAGCATAGTGATCGAAGTGAGTTT
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE04 CAATCACCAAAGTCCAGGAAGCATGTTGTGTCCAGGAGGAAGTGGGGGCTATGTTTACATATGGCACCTC
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE05 TCAACCAATCAGAAAACACAGAGTTACGCTCCTGTACTTTCGCGAAAGCCTCTTGCAATTCCTCAAGCTG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE06 GAGTCCCTGGACGATAGTATGACAACATTGCTTCCAACGCCTCTCTGTTCATGACAGGCCGATACAGAGG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE07 ACTGAACTTGCACCCGCCATCCAGTTTTCACCAGGTAGTGCCGGCGGAGGGCCGCACCAAAGACACCACC
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE08 TTACATTTTCCCATGCATCCGATAGAGAACTTAATGTCTTTATAATCTTCATTGCTTTTTGGGCGTCCTC
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE09 GCTCATCCAATTGCACACGAACCAGATCAGGCTTGACCATCTGCTTCACCGCCTTGGCCATCTTGACAAC
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE10 AACCGACAAGACGGCCCACTGTTGACTGGGTGTTTGTGACCGTATTGCCGGCAGTGTCTTGAGACACTCG
ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE11 AAGCTGATCCCATAGCTTTGCTGGCAAGGTCGTTCGGCAGTAGGGTTTGAGCCATTGATGACACTGCCGC



ENCEPHALOMYOCARDITIS_VIRUS_PROBE12 GCTTCACCGCCTTGGCCATCTTGACAACTTGGGAAAGTGCCAGAGTCGCAGCACACAACATTGCAGAAAT
THEILOVIRUS_PROBE01 ACAGACAGACAGTAGTGGTCAAATCTGGATTGTGAAGATAAAGAACTGAAGCAGCAACCATTTTTACAAT
THEILOVIRUS_PROBE02 AGAGGTGTCCTTTGACCAACAAACAGGATTGTGTAACTTGTGCCTTGTCTGCATAAAAGAAAGTGATAGG
THEILOVIRUS_PROBE03 TTCCAATTGCTCTCAGTAACATACTTTGTAAACCAGACATGGGTGCTTGGGATTTAGTTAGCACCCCACC
THEILOVIRUS_PROBE04 CTTCAACCATTTCCTGAGTGATTATCGTAGCAGCAGCCATACCGCCACCACCAGCCGAGTGCATTGCGTA
THEILOVIRUS_PROBE05 TTCCGAAGTCAGATGTTGGAGCAACACCAAAGCGTGAGGTGTTAGAAAAGTCAGAGAATCCGTTAAACCA
THEILOVIRUS_PROBE06 CGTCAATTTGATCCTGTAGGGCAGCATTTGTCTGTCTCAGGCAAGTCAACACATAGTCCATGTCATTACC
THEILOVIRUS_PROBE07 GAACAAACGAAATTTGATTCGTAGAACCAGCTCCAACCAGCCACATGTGTGGGTCTCGAGTGTCTGCGAG
THEILOVIRUS_PROBE08 ATAAAGAGGCAATGGATGCAAAAACAATCGCTGAAACTTTGAGCCAATCTGATAAGAAATTTTGTCTTTC
THEILOVIRUS_PROBE09 TGCACACGAGCATTCTGCCTGCCGGTGTCAGACCGAAGCCTGGAATCCGGAAGGTGAGCACAGGACGTCC
THEILOVIRUS_PROBE10 CAGAACCACACCAACCACGTCGAGTTTGAGCTCGATAGTGGAGGCAGTGGTTGAAGCAGGCTCCAGTTGT
THEILOVIRUS_PROBE11 TGGTCATGAGTGGGAAGTTGGCACCATTGGCGCCACCAGACCGCACCCATCGCCACTGGACGGGAGCCTT
THEILOVIRUS_PROBE12 CAATACCAGCAAAAATGATAGCAGAAACCTTCAACCAATCAGAAAGAAAATCAGAACGCTCGCGGGCTTG
THEILOVIRUS_PROBE13 ACATTCCTATGGGGACAGCTCTGTCGTAAAAGAAGGCCACCCGGGTTTGGTTCTCGGGTAGCTTGACTGG
THEILOVIRUS_PROBE14 CAACTCTCACGGGCGTGGGCCAAATTGATTCTTTAAATTTGGAGGCTAGTTTTATGACAGCAGAAAGTGA
THEILOVIRUS_PROBE15* TGGGGACTGGATTGTCAGCATTGATCTTGGTGGTGGTGGGCGTTGGCCAGGGGAAAAAGAGGGTCGGGCG
THEILOVIRUS_PROBE16 CATGTATGAGTCTCTGTTTGTAGTAGTCAGCATGGTATCCGCGCACAGCCTTGAAGAACTCGCGGAAAGT
THEILOVIRUS_PROBE17 CTGCTTCAATCAACTCTCTGGTGATGATGGTAGCGGCGGCAAGGCCTCCGCCTCCAGCAGAGTGCATTCC
COSAVIRUS_PROBE01 AAGTGGGCGAATTGCTGTCTGTCTCAGTCCCATATGCCTGCAAAACCCCTTCAGCAGCTTGAGAGTTTAC
COSAVIRUS_PROBE02 AAAGATTTCTGCCTTGTTCTGTGTTACTAACAGAGAAATAAGGGAAACTACGCTCGCTAGTCGTGTCACT
COSAVIRUS_PROBE03 GGACCACAGTAAACTCAAGGTCACATTTAATGTAAGAAAAAGGGCAACATCTATACAAGAATTCATCACC
COSAVIRUS_PROBE04 GCGAAATGGGCAACCGGTAAGAAAAGTCACTGCCAGCTGACATCAACATCAATATCTGTTGGGTAGGAGG
COSAVIRUS_PROBE05 ATCTAGCTCTTTCTGATAGCCTAATGTGTGGTGTCCGAATGAGCGGTCTGGGAGCATAACCCTTAAAATC
COSAVIRUS_PROBE06 GTAACATTACTTCAAAGCCCATTTTGGCAAAAGCATGTGATTTAATGTTTTTGGCCATAACATTTCCATG
COSAVIRUS_PROBE07 GTGTTATGTATTTCACATTAGCATCAGGATTTGTTGTAGGAAACCTTATAACAGGTCTGGGAATATAGCC
COSAVIRUS_PROBE08 TAGACACCAAAGTGTGCTGAAAGTGAGGGTCAGAAAGTAGAACATTGCACTTGAAAAGAGGAGTGTCCTT
COSAVIRUS_PROBE09 AAGATACATTTTTGTTTGGTGTTATTGTCTGAGTAGAATAGTGTGAGTGGGCAATTTCCTCAGCCGGAGG
COSAVIRUS_PROBE10 AGGAAAGTGCATTAAAAGCAGAACTTGCCATTCCAAGAAAACCAGATACAGTACCGTTTTCGGGAGTAGA
COSAVIRUS_PROBE11 TAGGGGATGCCCCGTCAGCATATTTGAGGGGGGTTACTACCATAATTACTGCAGTCCAGATATTATGAAC
COSAVIRUS_PROBE12 CCTGGGCAGAAGCATCAATAGAGCCATAATAATTATTAGCATAAAAGTTATTAACAGTTGTGCCATTATT
COSAVIRUS_PROBE13 CCGTGGCTAAGTGAACCGTGACAGTGTCAATCGTGGCGCCCGGAGGGTACCAAGTGACGCGCCAGCGGCC
COSAVIRUS_PROBE14 CTAAGGAAACCAAATCACCCACTGGTTCAGGCATGTAATCTTTGGGAGGATTAACAGTCATTCCATAACA
COSAVIRUS_PROBE15 TTCTGTCTAAAGCACGAGGGTCAGAAATGGTGACGGGGTTGAAATCTACAAGATTTGTTGTTGCAATTAT
COSAVIRUS_PROBE16 CAGATGATGTATTAGGATCCATCCTGTCCAAGCCAGGTATTCCCAAAATTGCCTCTTCCACAGTTAAAGG
COSAVIRUS_PROBE17 AACCCTGGTAGTGCGAGCTGCTTGTCAGTAATGGTAGCTGAGTTTTTAAATCAATCCAATCCATATTCAA
COSAVIRUS_PROBE18 AACTTCCGAGAATGCCAGATACAGTACCATTTTCAGCAGGAGTATCGCCCCCGACTGAGGAGGCAGAAGC
COSAVIRUS_PROBE19 TCTCTCTATTGTTTACAGTAAGAGACATATTACCAGATTCACCTGTAGTCCTAAAACTTGGAACAACCTC
COSAVIRUS_PROBE20 TTGAAATAAGAAAATAGGGTTTCTGTTTTGTGGTATCTTCATCTGCCAGCAGGAAACAAGGGACTTTTGC
COSAVIRUS_PROBE21 GTTCTTTAAACAATTCAGCAATTCTCTTGACTTTGTTGTTTGAGTCAAAAACAGAAATCACACTTCTTTT
COSAVIRUS_PROBE22 GACCCAAGTCCCATATGGTGTAGGTACCCATCATTGCTTGTTTTATGTTTTGTGGTTTACCTGCACCTGG
COSAVIRUS_PROBE23 CTATGTTTGTGTCTTTTGGGTTAATCAACTGGTGTGGATATATGAAGAGTTGTTGAGGAATTGTACCAGC
COSAVIRUS_PROBE24 AGTTAGCATAAAAATTATTGACAATAGTACCCTGATTGCCATTGCTGGACACACTCTCCTTGCTATTATT
ENTEROVIRUS_A_PROBE01 ACCAATCGCACCTCATGCTCGCTGTAGGGCATTCCGAGCCTGGAGATTGCGGAGGTATTCTCAGGTGCCA
ENTEROVIRUS_A_PROBE02 ATCATGGCTAAAAAAATTCAACGACATGGCTAATGCTGCCAAAGGGCTAGAATGGATATCTAACAAAATT



ENTEROVIRUS_A_PROBE03 CTAGTCTCAGTCCAGTCTGGTTTAGAGCACTGGAGCTGGTCCTCAGGGAGGTGGGCTATAGTGAGGAGGC
ENTEROVIRUS_A_PROBE04 TCCCGGAGCTCCAAAACCTACGTCCCGGGATTCCTTTGCCTGGCAGACTGCTACCAATCCTTCCATCTTC
ENTEROVIRUS_A_PROBE05 TTTGGAGCCCATCCACAATCGAATGACGCAGACTATGGCCAATGTCCAAACAACATGATGGGCACCTTTA
ENTEROVIRUS_B_PROBE01 CACCTAACAAAGTCCTGTTGAGAACATTGTTGGCCCCAGGTTGTAAGGGAAACCCGAACACTTGCCTTCT
ENTEROVIRUS_B_PROBE02 TTGCGTCTCTTCTGTTTTTTGGAACCCCTGCGCCTGGTGGTGAGTATGCTAACAAAAACTTCCCAGTGGC
ENTEROVIRUS_B_PROBE03 AAGGGGTATCCTTTAACATACGCACAGAGAAATCATTGCATGCCGATACGAAGCACAAGATGTCGCATGT
ENTEROVIRUS_B_PROBE04 CGTCCGCTGGAACAATGATATTTGTTTGGTACCAGCATGTAACATACCCTGCCGCTGTATACTCATCCTC
ENTEROVIRUS_B_PROBE05 TGTATTACGCCACCTACAATAATAATTCTGAGAAGGGCTACGCAGAGTGGGTTATCAACACCAGGCAGGT
ENTEROVIRUS_B_PROBE06 TGAGGTGGACTCTGTGGTCCCAGTGAACAACACTGACAACAACGTGAATGGTCTTAAAGCCTACCAAATC
ENTEROVIRUS_B_PROBE07 GCCAACAATGTTCTCAACAGGACTTTGTTAGGTGAGATTTTGAACTACTACACCCACTGGAGTGGTAGTA
ENTEROVIRUS_B_PROBE08 CTGGTACCAAACAAATATCATTGTTCCAGCGGACGTTCAAAGCACATGCGACATCTTGTGCTTCGTATCG
ENTEROVIRUS_C_PROBE01 GCATCACATGAGGAATCTCTAGTAAGTCACATGCCTTCTTCTTCAACCATTGCCAAGGAGATATATCACA
ENTEROVIRUS_C_PROBE02 TTAGTTTTGATTGACTAATATGGGAAGTGTCCCTAAGCAGTCTGACACTGAAATCTGGACACGCACTAAC
ENTEROVIRUS_C_PROBE03 CTCCACACCTGCAACTACACCTGGCAATGGTATCAGTTCCCTGGGCTCTAGATTCCACCACCATTAAATC
ENTEROVIRUS_C_PROBE04 TAGTAACGTTAACGATCCAGCCTTTCTTCTCACAGTAATCCCTAACCTCTTGAGAATCCACTGCTTGTAA
ENTEROVIRUS_C_PROBE05 GTGCACACCGCCTGTACACTGTGTTAGAGATCCACGGTGCAACCATGGAACAACTGGATTGTAACCCTAG
ENTEROVIRUS_C_PROBE06 ACACCCAAAGGTCTCTAATGTCAGCAAAGGCTACTATCCCTTCACCCCCTGCAGTGATGATACCAATCAC
ENTEROVIRUS_C_PROBE07 CTCCTGCGACTGCTGCAAATGTGGTAACAGCTTGGAGTATAGTCATGGCCCTATTGATGTTCCTTTCTAA
ENTEROVIRUS_C_PROBE08 AGGCACAGGGCGACTGGAAGTCATCAGATGTAAGGAATTGATTGGAACCAGGTGTGTTCATTGTTGGCAA
ENTEROVIRUS_C_PROBE09 TCTCACTGATTGTGTGGGTGAACCCTGCACCAAAAGCTGTACCGAGGGATTCGATGTAACTTGTTATTCC
ENTEROVIRUS_C_PROBE10 TGAACATACTGGTGGGGGTTGAAGCAGGCACAACAATTCTAGTTTGATAAAAGCAAGTTATAAACCCGCC
ENTEROVIRUS_C_PROBE11 CAGTCCCGTCGGTTCGCGCCATTATATGCTGTGGAGGCACGCCGGATTAGCAAAATGGAGAGCACAATAA
ENTEROVIRUS_C_PROBE12 CAATGCAGCTAAAGGGCTTAGATGGGTCAGCAATAAAATTTCCAAGTTTGTAGATTGGTTGAAGTGTAAA
ENTEROVIRUS_C_PROBE13 TTTTCACGTATTCCAGGTTTGACCTTGAAATGACTTTTGTGTTCACAGAGAATTACCCTAGTACAGCCAG
ENTEROVIRUS_C_PROBE14 AACTGAAGCAACCCAATGGAGTAAATAGCCAGGAGGTGCCAGCTCTAACTGCTGTGGAAACAGGAGCATC
ENTEROVIRUS_C_PROBE15 GAAGTGAAGAATATGATGGAACTAGCTGAAATTGACACACTGATCCCAATGAACGCAGTGGACGGGAAGG
ENTEROVIRUS_C_PROBE16 TAGGGTTACAATCCAGTTGTTCCATGGTTGCACCGTGGATCTCTAACACAGTGTACAGGCGGTGTGCACG
ENTEROVIRUS_C_PROBE17 AGTGCGTGTCCAGATTTCAGTGTCAGACTGCTTAGGGACACTTCCCATATTAGTCAATCAAAACTAATAG
ENTEROVIRUS_D_PROBE01 CATGAGTAGCTAGCATGGCTTGCATCCTATCTGTTGGGCTAGATCCACCAGGTGGTGTGTAGCAAATGAT
ENTEROVIRUS_D_PROBE02 GATATCTAGCTGGATAGTAATCACTTTCATTGATCCACTGAATACCAGGGCCCTCAAAGCATACTGGGTA
ENTEROVIRUS_D_PROBE03 GGTCGTTTATTGCATCGGGTGCTGGGGTCTCAGGTGTCACAGATATTTTAATTTCCTTGAAAGTTGGTGG
ENTEROVIRUS_D_PROBE04 CTCTACTAATGTGCTTGTCCACCACCAGTTCAGTGGGTGGGTGCATGACTATCCATCCCTTCTTCTGGCA
ENTEROVIRUS_D_PROBE05 CTCTGAGCCTCTCCACTCCACTAGCGTCATTCACATTGTTAATTTCCATCATAGATTCAATTTGCACTAT
ENTEROVIRUS_D_PROBE06 CAACTATTCCCTCACCGCCTGCGGTGACGAGTCCTATCACTCCATGTGAGCAGACTAAGAGGCCCCCGCA
ENTEROVIRUS_D_PROBE07 CAAAGATTCTCCCAGAAGCCAGAGAAAAGCATGAATTTGTACAAAAGCTCAAGCAACTGCCCGTCATTGA
ENTEROVIRUS_D_PROBE08 GCTCCTTTGTATGCACTAGAAGCTAAGAGGGTTTCTGCCTTAGAAAGGAAAATTAACAACTACATACAGT
ENTEROVIRUS_D_PROBE09 GCTAACGTTGCCACTGGAGGCTCAAGCATAACTTACAATCAAATAAATTTCTACAAAGATAGTTATGCAG
ENTEROVIRUS_D_PROBE10 CTCCCATGTGTGCTGAATACAATGGGCTTAGAAATGCCATTACACAAGGAGTGCCCACTTGCCTGTTGCC
ENTEROVIRUS_D_PROBE11 ATGATGTAATTGCTAGTTACCCACATGAGATAGACCCTGGCCTATTGGCAAAAGCCGGGAAAGAGTATGG
ENTEROVIRUS_D_PROBE12 TCCTGCCAAAGTATGAAGATGATTACAATGATGCAATCCTCAGCGTAAACACTAGCAAGTTCCCAAACAT
ENTEROVIRUS_D_PROBE13 TAGAATTGCAGTTGTACCCACCCATGCATCAGTTGAGGAAGAAATTTACATTAATGATGTTCCAGTAAAA
ENTEROVIRUS_E_PROBE01 TAGTGCGGGTCTCAATCATGCTCTCATCCCTGGCAGTTGACGTGGCACCAGTCTCAGCGGCCTGCAGGGC
ENTEROVIRUS_E_PROBE02 CCTGGGTGAAGTCTTGTTTGTTCTGCGCTGCAGAAGCGGCGTGGCTGTAGTAGTTAATGTTGTTATAATT
ENTEROVIRUS_E_PROBE03 GGTCTTCAGTATGCCTGGGATCTTTCGTCCACCGAATGGACTCATGGATGTTCGACATGTCCATGACCGG



ENTEROVIRUS_E_PROBE04 TCATGAAGGGTACTGAGAATTGGGCAGGTGGTCCGTCCGTGTCCGCGAATACCGAGGGGTTGCACCCAGA
ENTEROVIRUS_E_PROBE05 AGTCGTACCATTTCCTCTCGAGCGCCTTGAATGAAGGTAGATGGAGGGCTCTCCCGACAGGAACGGAACG
ENTEROVIRUS_E_PROBE06 TGAAGTCAATGCGCCAGTTGGTGATACTGGTGCCAGTGGCCAGCAGCGGCATACCCACGAGTGAGGAGCG
ENTEROVIRUS_E_PROBE07 CCAGGTTGTACCTCTTCTTGTATGGTGCTTGTCTGGGTGCACGTGGGATCCAGCAGCTGGTGTGTTTTAT
ENTEROVIRUS_E_PROBE08 TTGAGCCTCCGGTAGCGTAGGTTCCAGTAGTGTGGCTCCCGGCAGTATTTCTGCTCAACTGGGCTCCCAT
ENTEROVIRUS_E_PROBE09 CTGGCAATCTTACCAGCGTGATCTACTTGTTACTAGAGTTGATGCTCACGGGTGTGACACCATCGCTCGA
ENTEROVIRUS_E_PROBE10 ATCCGGTCATGGACATGTCGAACATCCATGAGTCCATTCGGTGGACGAAAGATCCCAGGCATACTGAAGA
ENTEROVIRUS_E_PROBE11 CAAAGATCCGTTCCGTTCCTGTCGGGAGAGCCCTCCATCTACCTTCATTCAAGGCGCTCGAGAGGAAATG
ENTEROVIRUS_E_PROBE12 TTTCCACACCAACCCTGGAACCATCTCCGGCTGTGCCGTTGGATGCGACCCTGAAACCTTCTGGAGCAAG
ENTEROVIRUS_E_PROBE13 AAAATATTGATTTGGATGATCTTAAGATAATAGCCTACGGGGATGACGTGCTCGCGTCGTACCCGTATGA
ENTEROVIRUS_E_PROBE14 TTGATGTATGAATTCCCCACCAAGGCAGGCCAATGCGGTGGTGTGGTTATTAGCATGGGTAAGATAGTGG
ENTEROVIRUS_E_PROBE15 ACACTGATGCCACATCAGTGGACAAGCCCACTGAACCAGGTGTATCAGCGGAGCGCTTTTATACCCTCCG
ENTEROVIRUS_E_PROBE16 AGCCCTTCTGGCTCGAGGATGGAACGTCTTTAGGAAACTCCCTGATCTATCCGCACCAGTGGATCAACCT
ENTEROVIRUS_G_PROBE01 TGTCTGGAGGAGTCATGTGAAGACCTAGTTTTGCCCCAGCTTTGGCCAATTCAGCTGGGTCAATTCTGTA
ENTEROVIRUS_G_PROBE02 GTACTGCTACCACTAGTAATGTGCCCTGATGAAACTTCGTGGCATTACATTGCACGTGTATAGACCACCC
ENTEROVIRUS_G_PROBE03 TGCGTGCATCTCTGGTCCACCTGATAGATTCGTAAATCTCTTTCATGGGCATAACCGGATGCACAAGAAA
ENTEROVIRUS_G_PROBE04 TTCCAGTGCCAGCTGTGCCGTGAATCAGGAGACATACAGGCTCAATCCGTTGCTTGCTCTTGAACTGTAT
ENTEROVIRUS_G_PROBE05 ACTCACCATCCATCATTACTGGAATCTTGCTCCAAAAGGTATCTGGGTCACATCCAACAGCGCATCCAGT
ENTEROVIRUS_G_PROBE06 CTACCACGGCCTGCTGCTGGTATCCGTCAAAATGGTCACTGTCTGGAGGAATCGCATAAACTTCTGAGTG
ENTEROVIRUS_G_PROBE07 GTGGGGCATATCTCCTGCAGTGGTGAGCTAGGTACTGAATGTTTCCAAAGATGGTCTCCTGTTGTTCAGT
ENTEROVIRUS_G_PROBE08 CTAGACTGGTTCCATCCTCAAAGTTGTATGGATACTTGACCTCTCTTCCTGCTTTTCCTGGCATAACATT
ENTEROVIRUS_G_PROBE09 AGAATATGAGCACTCAGAAGTTTATGCGATTCCTCCAGACAGTGACCATTTTGACGGATACCAGCAGCAG
ENTEROVIRUS_G_PROBE10 CATTGATACCATGATCTCAGCGATGAGAGCGGAATGGAAGAGGAGAAATCAGGTTGGGCTCTGTTATGTA
ENTEROVIRUS_G_PROBE11 CTGAAAATTATAGCGTATGGGGACGATGTCATCGCCAGTTACCCATACAGAATTGACCCAGCTGAATTGG
ENTEROVIRUS_G_PROBE12 AGGCGGCAGAAACGGGCGCCAGCTCTAATGCTAGTGATGAGGGCATGATGGAAACTAGACATGTCGTCAA
ENTEROVIRUS_G_PROBE13 AGTACATTAGGAACCCAGTGTTTGAGACCCAGGACAGAATTGTACCAAACAGGAACAACATAACCACGAC
ENTEROVIRUS_G_PROBE14 CCTATGGTGAATGGCCATCGTACTTAAGTGATTTGGATGCTACCGCTGTAGACAAGACTACCAAACCAGG
ENTEROVIRUS_G_PROBE15 ATTCGTTGGGATTACCATTACATTGGCCCCCATGTTTTCAGAATTCTCAGGGCTACGCAGAGCAATAGCC
ENTEROVIRUS_G_PROBE16 AGGCACTGTGTCAAGTTGAGTCCTTACTGGAAATCAACAACGTGGATGGTAAAACAGGGATTGAGAGATT
ENTEROVIRUS_G_PROBE17 TGGCTGCACAACCAAATTTCTCATTGAGAATTCTAAAGGATAGACCTGACATTACACAAACAGCAGCATT
ENTEROVIRUS_H_PROBE01 TTTCCACGCTCATCTCAGAAGTGCGATGACGATTCTGCACGGCCCGCGTCTCAATGGTGGACTCAACACT
ENTEROVIRUS_H_PROBE02 ATGTGGTTACCGCTTGTAAAATGATGCTGAGTTTGCCATAATCACGGGAAACCGTGATCTCAGTAGGAGT
ENTEROVIRUS_H_PROBE03 TCTCTATATTAACATCAAAATGGAACCGCCTGTTCAGAGCCTTGCTATCTGATATTGTGGGGGCATGTAT
ENTEROVIRUS_H_PROBE04 CTGGAACTATCCAGCCCCTTCGTCTGCAATAATCTCGGACCTCCCCTGAGTCAACGCTACAGAGAAGATC
ENTEROVIRUS_H_PROBE05 CTGAAATACTCTCGGCTATTGCACGGCCAATTATTGAAGTTGCCACAGACTTTCCAGCACCAGGACTCCC
ENTEROVIRUS_H_PROBE06 GAACAGCCCCAATGCTAAAGTCACTACTAGACTCACGCGTGTCAGACACTACATCAGTGATTACTTTTTC
ENTEROVIRUS_H_PROBE07 TGTGCCAAGCCAAATAGCACAGGGAGGTGACATGTTCTTGGGTGTGTTTTGCATTTCGTGTCCATCTAAT
ENTEROVIRUS_H_PROBE08 AATCCTCGACCACAGCTACTTCTGATTCAACTGTCCGCGTGCTGCCAGACATGATATAATTGGTAACAGT
ENTEROVIRUS_H_PROBE09 TGTCAGCCGGAGTCATTGTTAGACCATAGTCTCGTCCAGCAATCGCCAATTTTCCAGCATCAATCTTATA
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE01 ATCTCATTGGACATCCTGACACTAACTGACAAAAATCTGACCAATCCTCATCTGTTGTGTTTTGGCCAAT
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE02 CTGAAGCATTAAATGGAAACTGAGCAGCCAAAGTTGGAATAGATGTCCAAGTAGTAAAATGAGTAATTTT
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE03 TTGCTTCCTTAACATAAACTGTTTTTGGACTTGGATTTGACCAATTTGAAGTTGCTATTATAAAAGGAGA
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE04 CAACATTACCAGCTGAAATTGAATAGTAAGTTCCACCTCTATTAAAATAAAACTCCATCATTTCATAATC
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE05 CCCCACCACACATTCCAGGAAGACCTTCGCCTTTTCCTCTCCATGCCTGATCCACAGTTAAATCAACTGT



HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE06 CACCACCCTGGGACGGATCAGATTTCCAATCTTCCTGATCCAAAGCAAAAGACATCTTTGCTCTTGCATC
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE07 CACCATAATGTTTACAAATTTTGGTTGCCAATGCAATTGATGTTAAGCTCTTTCCTCCCCCTCTTTTGCC
HEPATITIS_A_VIRUS_PROBE08 CAGAAATCCAGGGAACACGAAATCTCAAAGTTGACTGCACTCCTGTAATATCCATTACTGCACAAGGAGC
AICHIVIRUS_PROBE01 CCATGGTGGAGGTGGCAGCGGAGACTGGGACCTCCGCCATGTAGAAGTTGGAGAGCATTTGGCGCGTGGG
AICHIVIRUS_PROBE02 TTCCCCATGACCCGGAGGAGAGCTGGCCAAAGTTGGTACCTGACCAGTCCTCCCATCCGAAGTATGAGGT
AICHIVIRUS_PROBE03 AGCACACGACCAGGCGGCCGTAGTGCTGAGCGGAGCCAGTGAAGAGGAGGTGGGCGGCGAGTTCACCGCG
AICHIVIRUS_PROBE04 GAGGGAGTTCCTGGCCAGCCACGGCAGATCCGAAAGTGCCCGCACCTGGGACGGCGCGAGTCTTCCAGTG
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE01 GAATGTCCTCAGGGGGCTTTTGGTATCTGGGTTTGGGGTCAAGAACACCAGAGTGAAGTGGACAGGGATC
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE02 AGGAGTTGGAAGCAGATAAGAAGGCGTGGATGGTAGCACTGGGAGGTGCTGCAGAAGGTGCAACAAGGGG
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE03 CGTCAACCGCGGGGTCCACGTAAGAATAGAGGGTTTTCTCACGTGTCTCCACACGGAATCTGCGCCACGA
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE04 ACAGGGTGAGTTCACCACGCCACTGTGTGAAGAGGTCCAGGACGAAGGAGATGGGTGTGCCAGATGCAGA
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE05* AACGGCGCAGGTTGGTCTCAGGAGTGGAGGGATTGTCAGAGTACTGGAAAGTGGTGCGTGGCTCAGGTGT
BOVINE_KOBUVIRUS_PROBE06 AGGCTGCCGGGTTGGAGATGGTGAAGGCAACCCGGGGATCGCCGCGGAAGTAGGTGAAAGTGGAAAGCAA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE01 TGCGTGAACCGGTCACTTCAGCTCCAAATGATTCTGCCATGATACTTTGCAGTCTCTCTGGTTCTATTTC
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE02 CTAAAGGGCCATCATCTTGTGCTGAGGTTAGTCCCAATTCTGTTGGTGTAATGGTTTGCTTACAATCTTC
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE03 CATGGAGGCATAACTCCATCAAGTAGGATTGGAGTTGCTGCTTAAATGTGCTGAAATTTTTCATCCACAT
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE04 GTACTGTAATTATGCCACTGGATGATAAAAAATTGGTTCTGTTTGTCTCAGTGTCATATGTATGTCCAAC
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE05 AGCTAAGGAATATCTCTATTCTACCAGAGCTGGTACCAGTTAGCAATGGTTTACACAGTAAATAACCTAA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE06 ATCCATCATATTGGGAGTAGTCCATTTCATAATTGTAATCATTGAGTGCATTAATCATGAAGTGCCAATC
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE07 AAAGGACCAGACAAAAATGAAAACACAAGAATTTTATCAGCGTTACAATGATTGTTTGTCTAAATTTAAA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE08 CACCACAAATAAACCTGATTTTTCCAGTACAGTCTTATTAGATTCAGGTGCTCTGAGGAGAAGGTTTCCA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE09 CAAAAGTGGAAGGCAATTTTAAGATTCTTGGTATGCACATTGCTGGGAATGGTGAGATGGGTGTAGCTAT
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE10 CCTCAGCACAAGATGATGGCCCTTTAGGAAATGACAAACCAAATTATTTTCTTAACTTTAAGTCTATGAA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE11 GGTGCCCTATCACTTCTGTTTGCCTACTTTACTGGTGAATTAAACATCCATGTTCTATTTCTTAGTGATA
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE12 TTAGCTTGAGATGTCCAAATTTCTTCTTTCCCTTACCAGCACCAAAACCAGCAACACGTAAATATAGAGG
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE13 TGGAGCTGAAGTGACCGGTTCACGCAAGGACGAACCACCATCATTGAAACCAAGGATGGAGGTTGAATTC
HUMAN_PARECHOVIRUS_PROBE14 GGATTGATTGCTTACCAATAGTTTATGGGGATGATGTCATCTTATCCCTTGACAAGGAAATAGAACCAGA
LJUNGAN_VIRUS_PROBE01 TGGTAGGCACCATGAACATTGCATCATCCCCCATCTTAATCTGAAGAATGCAGTTGACTGCATTTGGGGA
LJUNGAN_VIRUS_PROBE02 CATAGAATGCTCTTTCACCAACCAAGGCAATAGTTTGACCACCAGTTGTGGAGAGAACATTAGCGATGTT
LJUNGAN_VIRUS_PROBE03 CTTCATCCACTCGTTCCAATATGCTTCGAGACGTGGCTTCCCTGGGCGCAGGTAGTGGGAAGAAAAAATT
LJUNGAN_VIRUS_PROBE04 CTTCTGGATTAAACTTGAGGCGGAGCGGTGCATCTGGTGTTCTAGCTTCCAAGACAGCTTCAAGTTCTTC
LJUNGAN_VIRUS_PROBE05 AACATCATCATAAAAATGAAGGATCCAAAAGAACAGCGGAGAGCATCAACCATTAGTGAATACTTTGAGG
LJUNGAN_VIRUS_PROBE06 AAATGATGAGGGTCAATGTTAGAGTGCCTGCGAATACTGACTTGACTAGACTGGAACCCATTGGCATTTG
LJUNGAN_VIRUS_PROBE07 CTTGCGCATTAGAGCTGTAGCCAGCTATTCGCGCAACAACAAACTAGATGTGGCCCGTTCAATGGCGGCC
LJUNGAN_VIRUS_PROBE08 ATTTTGAATCAATGGCGAGTGTGCATGCAGGACTATGAAGTGGCCCTGCATCGCATGCTACGCTATGTTT
LJUNGAN_VIRUS_PROBE09 ATCTATCAAACTCCGGCTCAGGAGTTGGGCCTGGCAGTGGGAATGAATCCCTGGACAGATTGGGATCCAA
LJUNGAN_VIRUS_PROBE10 CAAGGGGAAGAAGCTGCGACTGAAGTTGGTCTTAGGGCAACAGAAAATGATGGCAGTCTTTCAGAACAAT
LJUNGAN_VIRUS_PROBE11 ATCCAGAAGATCCTTTGAAACAATTGCGGGAGGCGGCCAAGGCTTACTTTAATATAATGCACAGTGATGA
LJUNGAN_VIRUS_PROBE12 GGAGATCGCCAGAATGCCAAGTGTGTTCTTAGGAGAGAGTACTGAACCAGATGGTCGAAGGGGCTATTTC
LJUNGAN_VIRUS_PROBE13 CCAAATGCAGTCAACTGCATTCTTCAGATTAAGATGGGGGATGATGCAATGTTCATGGTGCCTACCACAT
SALIVIRUS_A_PROBE01 GGTCCAGGGTAGGTTCCTCTCCCAAGAGTGGCGGGCAGCGTACTCGAGCCAATTGCGCACGCGCCCGGGG
SALIVIRUS_A_PROBE02 GCTGGATGTGGGTGACAGAGTTGGCAGCGTGGGAGAGGGTAAGAAGTTGCTTGGCCAAATCCAGGTTGGA
SALIVIRUS_A_PROBE03 TTGGACTTCTGCGCCATCAGCTCCCGACTGGAAGCCAAGGGCAGGACACTGTGGGAGGCGGACGTCAAAA
SALIVIRUS_A_PROBE04 GCGAGAAGCAATGCGAGAGGCAATAGCAGAGAGGAGGACAGAGGGGATGGTGGCGTCAAAGCAAGAGTAA



SALIVIRUS_A_PROBE05 GCGGCCGTAGCACTGAGCAGGACCAGTGAAGATGAGAGAGATCTGTAGAGAGCCACGCCATTGGGAGAAG
SALIVIRUS_A_PROBE06 GTTACCACCGACCATGGTATACCACAGGGAGTCATAGACATGGTAAGAAGTAGTAGTGTAAGAGAGGTAG
SALIVIRUS_A_PROBE07 TCCTCAAACTCCCCGCCACGCAACCACATGATTGAGTTGGTGAGGGTTTGCTCATCCACGACGGGATGGA
SALIVIRUS_A_PROBE08 GAGTTTGGTCCTGGGGTCATCTTTGACGAGGACCCCAAGCCACTCGAGAAGATTCTTGATGTGGGACATA
SALIVIRUS_A_PROBE09 GTGGGTGACAGAGTTGGCAGCATGCGAGAGAGTGAGAAGTTGCTTGGCCAGGTCCAGGTTGGACCGAATG
SALIVIRUS_A_PROBE10 AGGGAGGAGTCGAGGAAGCAGTGACAGAGTCAGTGTAGAGTTCCAGGATCTTTTCATGCTGAGAGGTGAG
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE01 CTGTCACCCATCTATTAGAAGAATCAGAAAGGAGGAAAGGGTTCCTGAATGTTGTGGATGCAATCTTTCA
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE02 TCATAGTGTTACCTAGGCATGCCTATGTGAGTGGAAACATAGTGTTAGATGGTGTGGATGTTCCTGTAGT
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE03 TACACATCGGTGGTGATGGAACCAGAGGGTTTGCAGCCCTGTTGAAGAGAGACTACTTTGTCAACAAACA
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE04 ATGGAATCTACTACTACTCTTTCATTTTGCAACTGGATCCCCAAGAAACAGAGAGCCCGTGTGTACCTTA
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE05 CCAAGAAACAGAGAGCCCGTGTGTACCTTACCACCAGTGTCACACACGAGAAGTCGATTGGACCGTACAC
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE06 ATTCCTGAAAAGGGGTTTCAAATTTGATGAAGAGTACCCCTTCTTGTGTCATCCTGTATTTCCTATGGAG
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE07 GGTTGGGTTGGCTGCAATCCAGATGTTGACTGGTCAAAGTTGCGCGAAATTGGTGATGCCTATGTTTGTG
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE08 GGCAGGGCAATAGCAGATAAGTTAGATAATCAGAGACCCTATACCCTTCCACCCGATCCCAAACATTTTG
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE09 ATCTCAAATTCTGTCCAAATACACCGGTGTCCATTAGACCCCCAGGCAGCGGTAAAGACCATTCTCCAAT
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE10 CATTGTGCCATGCCAATAGACACAGCGAGGTGACATGTTCTTGAGTGTAGCTGGCATTCTTGGTCCATCT
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE11 TGGGTAACTGCTCTGTTGGATAGTTGTTACCCTGGTATGTTACACCATTCCTGTATTCAAATCCATTACT
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE12 ACTTAAAATTGTGTGTCTTCTGAAACTCTGGGTAAATGGGTATGCCATTATCTCTATGTGTTGTCATAAA
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE13 ACCTCAAGCCTGCAAACTGGGAGCACATTGGGGCAACGCTAACAGTTATGGGAACAAAGGTAGAAGCACC
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE14 ACTGACATGTTGTTGGGGCACCTGGGGGTACAACCAGTGCTGTTTGCTGGAATACAGTTACCCATCCATT
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE15 CTGTGGCCATCTGGCTACCACAAAACATAAACTCAAAAACAACAGATCCTCTGTAATTTGCATACATCTG
PORCINE_SAPELOVIRUS_PROBE16 CGTTTGGATCCAATTCATAGGGATAGGCAACCAATAAATCATCACCATAACACAAAACTAACAACTCATC
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE01 CATGAATCCCAGGCCGCGGACAAAAGAGTCTCACATTTTCAAATTTCACCCACACAGAAACAGCCAATCC
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE02 ATGGTTCAAGACGCAGAAGTGGTGCCAGTGGTCTTGGTTTAAAAGCAAAATCTGAATTATATTTCAACTC
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE03 ATGAGTGGCTCTTATCTTTGCGTTTCAGAGAGAAAATTTTCAAACATGCCATGGTGAGTTTCAACTGACT
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE04 CGGGGTTCTCATTTGAAGCACTGGGTGCCATTGCCTTGTCACATCCCGTCTCAGCTGGCTGAAGTGGAGA
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE05 AAGTACAGACGGCCAGCCGCGACCCTGTCAGGCAGCACAAGTCCAGTCCTGCATTCCCATACAGGAACTC
PORCINE_TESCHOVIRUS_PROBE06 TTGCTGGCATCACTCTCACAGCAACAGATAGCCCACATCTCAAATAGGTGGCATGTAGGGACTGACGTAT
BK_POLYOMAVIRUS_PROBE01 GAATATCATAGTACTCATCTGGGTTAAACAATTCCAAAGCCATGCCTGATTGCTGATAGAGGCCTACAGT
BK_POLYOMAVIRUS_PROBE02 AATATTGTTGAATATAATTATAAAAGTTTATAGGGGCATTTACAATTGTCCAGGTAGTTTCCTCCAAAAA
BK_POLYOMAVIRUS_PROBE03 ATCTTTCTGTTCTTCTCTGCAATTCCTGTGAGGTTATAGAAGGTATATCATCCCTAATAACATGCCACAA
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE01 TTCCCTCCCTTTGGGCAACTTGCCTTACCATAGAGGGCCTAACTGGAGACAATCTAGAATAATAGTCTGA
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE02 CCATGCCATACATAGGCTGCCCATCAACTCTAGGAGTCCTTCTGTTAATTAAATCAGTAAGAAGGAAAGA
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE03 AGTCTTCTGGATTAAATAATTGTAAAGCCATAGCTGGCTGCTGAAAAAGCCCAACTGTTGAAACTTTATG
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE04 TGGTGGGATCAGGAACCCAACATTCAACAGGATATGCTTTGTTCTTATCTAGGTACGCCTTGTGCTCTGT
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE05 AGGTTAAGGCTGGCAAATCATCTCTAACAAGATTCCAAAAAGCCTGGGAGATTGTGGAGAACAAGGACGG
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE06 AGTCACTTTCAAATGTATCTGATATAGATATTGACTTACTAAAACCCCTAAGATGCTCATCTGGGTCACC
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE07 CATCAAGCAACACTGTTGTGGCAGTGTTTGTTATATGAAGAACTGGAGGAACATTTTCTCCTCCTGTTAG
JC_POLYOMAVIRUS_PROBE08 AGGGGTTTTTAACCCTCCTTTTCCTTAGCTGCACCTTAAAATATCTGGAGAGTCCTCTCCACTGCTGGGA
AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE01 CCCAACCAATCTGCTTCACGGATAGGGGGCGGAAAACACCTGGAAGAGACCCAGCTAAAAGAGGTTTAAT
AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE02 GCGTTAATATCCATCGTCCGTATTTTCGCTGCCAACGTAGCAGCTTCGGCTTCAGACAACCCTACCATCA
AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE03 AGGCTGTCTGTGCATTCCAGCAAGCAGGAGTCTTCAAATAGCTAGATGTTATTCCTTCAACGAACGAGTG
AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE04 GAGTGCAAGTAAGGACGACGCAAGGGTCCAACAGCCGTCATAGCAACACCCGCACCTAGGAACTGCAGTA
AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE05 AAGCTGACTTTGACCACCCACGCCATGATTCCATAAACAGATTTCTGTAGTGTGACGCCTTCTTACCACT



AVIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE06 ATGTGACAGGAAGATCAGTCGGCAGAAAAGACAACGGTCGCGCTTCGGGTCCAGTTCCCAGATCCAACCA
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE01 TAGCCAAAAGATTGTATTAATTAACCTTAAAGCTAAATCATTATTTGAATCAGCAACTAAAGCATGATTA
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE02 CTCAAATCCTTCACCATAACAATCACTCAATAAAGTTTTCAGAATGTCAGCAGAAACACGAGACGTGGGG
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE03 GTGGAACGTTGCCAGCCAATGGCGCGACAATCAAATCAGTACCCAATAAATATTTCTTAATATCACCATG
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE04 GAGTAGTGAGTATCTGGATTGCGAGATAGCAATACCATCATGTTTCATATATATCCAGTATGGCATCCAA
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE05 TAACCAATAGAGAGTATTTTGATTCATCAGTCTGCTTCATCAATCTTTTCATCGGGGGTAAGTATAAAGT
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE06 GACTTTCCGCGCTGCGTGCATGCAGTCTCTACATGGTCAATGAACTCAGAGCCCAACCTGCTCAGTCAAA
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE07 TCCATGATGGTTATAATTAAGAATAAAAGATTCTTCACTCACACCCCTTCTCTTAGTTAAAAAGAAGAAA
BABOON_ORTHOREOVIRUS_PROBE08 TTCATTCTTTTCATTCTTCACCACTTTCAGTAAATGCAGTCGACTCAAAAATGTCTGATCTTTACGACCA
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE01 CAGCAACTCCAGTCGCAGTCATTACCATTCCAGCACCTAAGAATCGTAAAATGGCCCGTAACCATCCCAT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE02 TTAAGGGCATAATGGATCGTGGCCGCCTCTGCACCTGGTTTCGCAATCCCATCGAAGTGTCAGCTAGTAT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE03 GGTACGAACGTTCCAACATCCACTAGGCTGCGCTGTAGGCCGTATGTCCACGCATGTGACTGGAGAGGTT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE04 GTCCATATTTCTCGCCAAGTTCCCGCGCTTTCTTATCATTTGACGGCGCCGACCTAGCATACTTAGTGGA
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE05 CAACGTCCACTCACCCTTAGTCGCATCAAACTGCGCAGACACTTGGGGAATCATCGCAGCATTGACATCT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE06 CCCACCACCAAGACACCGGCACATGTCTTGGCGACCACATCAGCTCACTCACCCATTACACGCGAATCGG
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE07 GCCTAGCAGCTCTCACTCCAACGACAGACTCATCATTTACAATGGATGCAGGAACCCCCATAAACGGTTT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE08 TTCAAGGATTTTAGCCTCTGGTCCCGTCCCAAGATCTAGCACAACGTCTCCATCATATACCGCTGACGAC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE09 TCAGTCGTGAGGTGTGTGGGGGGACCCCCTCACTCCAAGACGATCAGATAAGGGCTGCAATCGCGGCACT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE10 CTGAAGAATTCGCCCGTTCTTTCCCCACGATTGGATGACGACTAAGATTTGGAATTCGACAGCCAAATAT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE11 CACCAAGAAGAAGTACACTCCAGATGTCCAAGTAAGTGATGAGTGTTGATGCACACCGAAAGCGACGAAG
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE12 ATACTGACGCGTTCGTGTCTCAATAGTGGGTGAAGATAACGAGTCTGCAAGTCTCACCCCCCAAACGTTC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE13 CATACATCTGTTTAAACAGTTATTGAATACTGAGACTTTATCGGTGCGAGGCGCCAATCCGTTGATGTTC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE14 GACGTGCAAGCGCTTTCTCGACGCCTCATACTTGGCCGAGATGTTTCATGAACATTCAATTGATTTCTCC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE15 GGCTGAATTGGAGGGTACAGGTGAACTCCGACATTTTTATTGTAGATGATTACATACATATATGTCTTCC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE16 TACTTCGGTTACGTGTTGAGGGGGGTGGCTCAATTACGCACTCAAACAGTAAGTGGCCTGCCATGACCGT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE17 ATGCAAACAAACGAATCATCGCTCTTGAGCAAAGTCGGGATGACTTGGTTGCATCAGTCAGTGATGCTCA
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE18 GACAAGCTCGAAACGTGGGCGAGAGAAGACGATCAATATAATCAGGCTCATCCCAACTCCACAATGTTCC
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE19 ACCACCGATGGGGAGACATTAGGTTCTTACGCTTAGTGTGGTCAGCTCCTACTCTCGATGGATTAGTCGT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE20 ATTGCATACACATTGTGTCAAGCCTCGGCTAATAGGCCTTGGGAATATGACGGTACATATGCTAGGATGA
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE21 TCAATTTGATCCTGAGTTCAACGTTGACGGGGTGTTTGTGTTCGGGTTCACAGCTGCCACTGATTGACAA
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE22 GCAACAGGCACCAATCGTACTGACTCCCGCTGCTCTCACAATGTTTCCAGATACTACTAAATTTGGGGAT
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE23 TGAATGATGTGTCACCAGAAGATCTGGATCGTGTACGCACTGAAGGAGGTTCCCTGGTGGAGTTGAATTG
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE24 TGAAGTTGGAGGGCGACGCTCGTCAAACTCAATTTTCTAGGACTTTTGACTCAAGATCAAATTTGGAGTG
MAMMALIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE25 CTCATTATTCGAGAGCAACCACTCCGATTCTTGGAAAGATGCCAGCTGTGTTTTCTGGGATGCTGACTGG
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE01 CTCTTTTCGCTGCTGGGGACTGAGTGGTTCTGTCATAGTGAACGACAACGTGAGAGGAGAAACCTCGAGA
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE02 GACCAACCTAGCAGCTTCGAGACCAACGGGAGTCAGAGTAGCGGGCAAGTCACCAGGATGATGGCAAGTT
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE03 TAATATTCAGTCTCTGACCATTGGTGTTGTAGAACAAAGTCCACGCCTCATCACGGACACCACGTGTCTT
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE04 CTAGAGACTGAAGCCACACAGCGTAATGCTCGCGAACCATATCTGTAGTACGTCCCACACGAACAACTTT
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE05 AACGAGGGTACTGAGTGAGATCGAACCAGGCACCAGAGACTGGGACGTAGGGAGGCGCACGAGGTGGATC
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE06 AACCATAGTATAGAACCCCGCAGCACTGAGCGCAGCAATATGCATTGCCAAGGCGGATGACGTCGGGTGT
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE07 TGGACATGACTACGAGTAAGGGCTATTAGCTCACGACGATACGTGTGCTTGACCTGGGATGTCTTCCACT
NELSON_BAY_ORTHOREOVIRUS_PROBE08 TGGATTGACAGCGTCTGAGCCGGTACGGATAGACTGCCACTTGGTCAAGATCTGTATTGGATTCATCACT
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE01 ACGGATTACAGAGGCTACATCCCCATCTAGAACCGTCAGGTCTCGCCTTATCTCTACTAACGATACCTCT
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE02 CACTTTCACCGTCATATCGTCCGGCAGAGTGTACGAATGAATTAAAGTGTCAGCTTCTCTGTCATCAGCA



REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE03 GTTATTCAGTGGAGTATTTGTCACGTTATATCTTGCATGGCACTTATGGTGGTAGAACTCCTCTCCTTCC
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE04 CTGAGTCACCGCCGTCTCCAAAGCCGCTATCTGCTCCACTTGTTTTCGAACTTGCGTAACTATCTCTTCA
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE05 CAATTTGGTCAGGAGAGCCGAGTGATGGGGGTGACACCGTGGTAGCTCCAGCCTGTTACACGCCCCGGCC
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE06 CGAAATTGTGAAGGTAGGCCAGGCTTATTGCTGCGCTCAATGTTGCGGGGTACTACACTATGGAGCACCA
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE07 ACTTTAATTCATTCGTACACTCTGCCGGACGATATGACGGTGAAAGTGGTGGAAGGCGATTACGATACTG
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE08 TAGCGGAGATTTTGGATGGCGCAAAGATGTGGTCATCGGTCCTCTCACCACCTGAGACGCATATGGAAAA
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE09 CCAGCTGGAGTGATGGTACAGCTGAGAGCGACAGTGGATGGCCCTCCCTCCCCAAGTGTCTACATATGCG
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE10 AGAAGAGAAAGAAGGAGACAACTCACTGAGTTCCAAAAACGGTATCTACGGAATAGCTACAGGTTGAGTG
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE11 GGCGGCATTAGAGGTATCGTTAGTAGAGATAAGGCGAGACCTGACGGTTCTAGATGGGGATGTAGCCTCT
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE12 GCGTAGCACGGTAACGGATTTAGGATCCTTAGTGAGTGCAGAGAAAGTGAGGTTGGACGGTGTGGCGAGA
REPTILIAN_ORTHOREOVIRUS_PROBE13 TTGGTTCTTAGAAACGACTGAAATATTTGGACTCTCATGGGCGCAGTCTGGAGTTGAGATGGGAGCCACA
ROTAVIRUS_A_PROBE01 ACGTTGATGATGCAGCTATCTCATCAGCTATTCCTGATTTCTGACTAGATAAAGACATAAACGCTCTTTG
ROTAVIRUS_A_PROBE02 TAATGGCTACAGACGTCATTTGTATAATTTTAGTTAATATAAATTCTCTATCAGTCTCAAATCCTCGTAA
ROTAVIRUS_A_PROBE03 TTCCGTTAGCCATATCATCCATAACATGCATGTTTTTCTTTGTAGAAAAAATTGTCTTCTTTCCAAATTT
ROTAVIRUS_A_PROBE04 GTATTCTGATCAATGATTCTAGATCTTTTGAATTAAAATCTAATAATTGATAACATCCATAATTTATTGA
ROTAVIRUS_A_PROBE05 TAACACCTGGAGTATATCTTCCGTGAGCAATATCATCCATAACATGCATATTTTTCTTAGTCGAGAATAT
ROTAVIRUS_A_PROBE06 CGCACCTTCTGTTTCTTCATCTTGAAATATGGCATCACAAATACTTGCCGTTTCAGAATCGACAACTTTG
ROTAVIRUS_A_PROBE07 GGGTCTGAGGGTCACCATTCCTATAATGCATTCTTTGCATTCCGAATGCTGGATAAACAATGGTATTTAT
ROTAVIRUS_A_PROBE08 TTCTGCTATTTGAAATGGTGTCTGTGGGTCTCCATTCCTGTAATGCATCCGCTGCATTCCAAACGCTGGA
ROTAVIRUS_A_PROBE09 TTTGAATCTGCTGCTCAGCAATTTGAAAAGGAGTTTGAGGATCACCATTCCTATAATGCATTCTTTGCAT
ROTAVIRUS_A_PROBE10 ATAGACACGCCAGCATCTGCATTTGTCTTAACTGCATTCGATCTAATCGAGAAACTGGTGAGTGGATCGT
ROTAVIRUS_A_PROBE11 TTTGAACTGCAGATTGTGAGTTATATATAAATGATAAATATTCTGACAAGATTAGATTATACTTCCCCAT
ROTAVIRUS_A_PROBE12 CAGATTGTGAATTATAAACAAATGATAAATATTCTGACAAGATTAGATTGTACTTCCCCATTGTACAGCT
ROTAVIRUS_A_PROBE13 GCGAATTGTAAATGAAAGATAAATATTCTGACAAGATTAGATTATACTTCCCCATTGTATAGCTTTAATA
ROTAVIRUS_A_PROBE14 CTGCAGATTGTGAATTATATATAAACGATAAATATTCTGACAAGATTAGATTATACTTCCCCATTGTATA
ROTAVIRUS_A_PROBE15 GAGATCTCAATGAAGTTATGTTCCACATTTTCTTCCAAAGTTTAATCATTTCAGATTTTGGATAGTTACA
ROTAVIRUS_A_PROBE16 TGTTTGTGGACTTGGTATGACGGTTGCATTTCCAATTAGCATGCATAGTGATGTGACCGAAGTTAACTGT
ROTAVIRUS_A_PROBE17 TAATGTTTGTGGACTTGGTATAACAGTCGCATTTCCAATAAGCATACATAATGATGTAACTGACGTTAAT
ROTAVIRUS_A_PROBE18 TTCTGCTATCTGGAACGGTGTCTGTGGATCCCCATTTCTATAGTGCATTCGTTGCATTCCAAACGCTGGA
ROTAVIRUS_A_PROBE19 AAAAGGAGTCTGGGGGTCACCATTCCTGTAGTGCATTCTTTGCATTCCAAAGGCTGGATATATGATGGTA
ROTAVIRUS_A_PROBE20 TTCTGCTATTTGAAACGGAGTCTGGGGATCACCATTTCTATAATGCATTCTTTGCATTCCAAATGCTGGA
ROTAVIRUS_A_PROBE21 TTGTCTTAACTGCATTCGATCTAATCGAAAAACTGGTGAGTGGATCGTTTGAAGCAGAATCAGATGGTCC
ROTAVIRUS_A_PROBE22 CTGGTGGAATAACTCCTGGCGTATATTTTCCATTAGCCATATCATCCATTACATGCATATTCTTTTTTGT
ROTAVIRUS_A_PROBE23 CACGTTTTTCATTATTTAATAAATTTATACCAGCGCGGAAAAATATTTTGCCTCCTGCAATATATCTTTT
ROTAVIRUS_A_PROBE24 CAGATTGCGAATTATAAACAAAAGATAAATATTCTGACAAGATTAGATTGTACTTCCCCATTGTACAGCT
ROTAVIRUS_A_PROBE25 CAGCTATTCCCGATTTCTGACTAGACAATGACATGAATGCTCTTTGTATATACACTTCATCATCAGTTGT
ROTAVIRUS_A_PROBE26 TTTGAACTGCAGATTGTGAATTATATATAAATGATAGATATTCTGACAAGATTAGATTGTACTTCCCCAT
ROTAVIRUS_A_PROBE27 CGCTTGTTCCGGTTTGATATCCTCCAATTTTTTCAATATTGACTCTTTTGGTTCAAATGTTGGTATCGTC
ROTAVIRUS_A_PROBE28 TTTGTAAATGTATCCCATATAGATTCAAAATTATCATGTAAATTCAGCCTATCCTGTAGTAAAACTGGTC
ROTAVIRUS_A_PROBE29 TTTTGTGGTTGAAGTCGGTATCCAATCATAATTTGCAACTAAGTAGAAATCATTAGAATCAGAATTTATT
ROTAVIRUS_A_PROBE30 AGTCTGTGGATCACCATTCCTATAATGCATTCTTTGCATTCCGAATGCCGGATAAACAATGGTATTTATT
ROTAVIRUS_A_PROBE31 CACTGCACCTTCTGTTTCCTCATCTTGAAATATAGCATCACATATACTTGCCGTTTCAGAATCGACAACT
ROTAVIRUS_A_PROBE32 AGGTCGTGATTGCGTCGATGAATCCATAGACACGCCAGCGTCTGCATTTGTCTTAACTGCATTCGATCTA
ROTAVIRUS_A_PROBE33 ATCTACCATTATACATATCATCCATTACATGCATGTTCTTTTTCGTTGAAAAAATAGTTTTTCTTCCAAA



ROTAVIRUS_A_PROBE34 AACGTAACGACGTAATGTTCCACATTTTCTTCCATAACTTTATCATTTCTGATTTTGGATAGTTACAGAA
ROTAVIRUS_A_PROBE35 TTCCATTAGCCATGTCATCCATCACATGCATATTCTTTTTAGTTGAAAAAATTGTTTTTCTACCAAATTT
ROTAVIRUS_A_PROBE36 GTAGATTAATTCCAGCTCTGAAAAATATTTTTCCTCCGGCAATATATCTTTTAGCAATTTCTATGCCCAC
ROTAVIRUS_A_PROBE37 TGTCAAAGTCTGAACATGTTGCATATTCATCGTTACACATGCAATTAGTGTTTCGTAGTTATAAGCTAGT
ROTAVIRUS_A_PROBE38 GGCACCCAATTATAATTTACAACTAGATAAAAATCATTAGAATCAGAATTTATTTTAAATAGAATCGGTT
ROTAVIRUS_A_PROBE39 ACTAGGTATAACAGTTGCATTCCCAATGAGCATGCACAGCGATGTAACTGAAGTTAGCTGTAATTTTTCC
ROTAVIRUS_A_PROBE40 CATATGCATAGATGCTCTAAAATCAAATTGTTGTGGTATTTGTTTATAAACTTTTGTTGTAGACGTTGGA
ROTAVIRUS_A_PROBE41 CTTCGCTTGTTCCGGTTTGATATCTTCCAGTTTCTTCAATATTGACTCTTTTGGTTCAAATGTTGGTATC
ROTAVIRUS_A_PROBE42 AACTGCATTCGATCTAATCGAAAAACTGGTGAGTGGATCGTTTGAAGCAGAATCAGATGGTCCAATATCC
ROTAVIRUS_B_PROBE01 TATGTCAATCATTTTCCGTTCACACATTTGTATCAATTCTTTAGTTACGTCCATCCCTTGGAAATGCTCT
ROTAVIRUS_B_PROBE02 AAATGTCGGCCGATCAACGGTCCATGCAATTAATTCATTGAATACCAAATTACACAAGTTGTCAAAAGTA
ROTAVIRUS_B_PROBE03 GTATCATTGCAGTGTCGACGGCGGCTAAATTTGCGATTGATAAATCAGAAATGAGACTTTTCAAACGTAA
ROTAVIRUS_B_PROBE04 CTCTGACAGTTTCTCTAGGACATCACTATTGTCCGTGTGTTCATATCTGATTTCTGTAACTCTTTTGGAC
ROTAVIRUS_B_PROBE05 GTGCGTTGTAATCATTTAACACGCTTTGTCCAGCTGTGTTTAGATTCGTATTTGGAGCTAAACCAAGTAC
ROTAVIRUS_B_PROBE06 TTCAGAGTTGATTGTTTCAGCGGAGTATACCGATGCTGCATCATCACAACTCGAAGATTTACTTTCGCTT
ROTAVIRUS_B_PROBE07 CACAGATGCAAGAGCAGATGTCGTGGCGTCTGCGACAGTAAAAGAAATCTCAGCCATACGATAAATTGCA
ROTAVIRUS_B_PROBE08 TTGTTGTGTTGTATGAGCAGTTAGTGTGGCGATTTTCCAATCATAATCGCGTATACGTCTGTCGCATGAT
ROTAVIRUS_C_PROBE01 TACTCATCAAACATTGAATTCTTCGAATATGGTGAATTCATCGTTTTAACATTCCATAGCATACGCCACA
ROTAVIRUS_C_PROBE02 CTATTAAACAATGCAGTCATATGAATACGCATTTCTCTTATCTGCTTCATTACCTCTTCATATTCTTCAT
ROTAVIRUS_C_PROBE03 TCCCTCCTGCATCCTTGATCGCTTTATCTAAAGAAGATGAAGCAGCTGATCCAGCTACGTTAAAGATCCA
ROTAVIRUS_C_PROBE04 CATCCACTTCATAATACGATGGTCCATTTGCGGAACAGTTTCATCTTTCTCCTGGATAGCATCTGCCGAC
ROTAVIRUS_C_PROBE05 CTTCAATATTAATTATTTGAAAGCTATTAGTGTCATTAATTACATTTGTTAACCCGACATCTTCAACGTA
ROTAVIRUS_C_PROBE06 TTGAGAACCAGTTCTTGATTCTGTTTGGCCTTTTTTTACATTGTCGCAAATGGCATCAAGATTAATTCCA
ROTAVIRUS_C_PROBE07 ATCTTCTAGCTGAAACGTAATCAGCATGAGTTTTTGAATCCCATATTGATTCAAATCCATCATGTAATCC
ROTAVIRUS_C_PROBE08 GCATAATTGTCATCTCCATCAACCCGTATCATTTTAACGTCAAATGTATAATCTGTCATAAGTTTTCCGA
ROTAVIRUS_C_PROBE09 ATGAACGGGATGGCGTCCGTTCACCAGCAGGAAGCGCAGGGATTTCATAGACAAACTTCCGTCTCTAATC
ROTAVIRUS_C_PROBE10 CTTTAATTTTTAACTTTCCTTCTTCAATCATTTTCACTGCATTTTGTTTCATCATAATTACGTTTGATGA
* probe showed non specific reactivity and was eliminated from analysis



Anexo 3. Tablas de identidad en secuencias de virus

Tabla 2.2 Identidad entre especies de la familia Astroviridae

Género Especie (identidad intraespecie) Similitud (%)

Avastrovirus

Chicken astrovirus

Duck astrovirus 45

Turkey astrovirus 45 56

Mamastrovirus

Human astrovirus (81%) 39 40 39

Mink Astrovirus 39 40 41 47

Ovine Astrovirus 38 41 40 47 56

Tabla 2.3 Identidad entre especies de la familia Caliciviridae

Género Especie (identidad intraespecie) Identidad (%)

Lagovirus
European Brown Hare Syndrome Virus

Rabbit Hemorrhagic Disease Virus 71

Norovirus Norwalk Virus (70%) 35 35

Sapovirus Sapporo virus (62%) 40 41 41

Vesivirus
Feline calicivirus 42 41 35 40

Rabbit vesivirus 41 42 35 41 59

Tabla 2.4 Identidad entre especies de la familia Picornaviridae

Género Especie (identidad intraespecie) Identidad (%)

Enterovirus Bovine enterovirus

Human entero virus A 59

Human enterovirus B (73%) 60 62

Human enterovirus C 57 59 62

Human enterovirus D 58 59 62 63

Porcine enterovirus A 48 49 49 48 49

Porcine enterovirus B 64 60 60 60 60 49

Simian enterovirus A 58 57 60 58 59 50 59

Tabla 2.5 Identidad entre especies del género Rotavirus

Especie (identidad intraespecie) Identidad (%)

Rotavirus A (76%)

Rotavirus B 40

Rotavirus C 58 42
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