
 
 
 

УДК 577.2:619:636.09:578.834.1 https://doi.org/10.7124/FEEO.v36.1712 

52  ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2025. Том 36 

ГАЛАЄВА М. В., ГАЛАЄВ О. В., ГАРЄЄВ О. Л.© 

ТОВ «ВИРОБНИЧА ФІРМА СІМЕСТА», 
Україна, 65005, м. Одеса, вул. Мельницька, буд. 20а, ORCID: 0000-0001-8133-5184, 0000-0001-7247-
2910 

mariagal1@ukr.net 

 
РОЗРОБКА ПЛР ТЕСТ-СИСТЕМИ ДЛЯ ДЕТЕКЦІЇ КОРОНАВІРУСНОЇ ХВОРОБИ КОТІВ 

 

                                                                                                                                            
© ГАЛАЄВА М. В., ГАЛАЄВ О. В., ГАРЄЄВ О. Л. 

Мета. Розробка ефективної тест-системи 
для діагностики коронавірусної хвороби котів 

на основі полімеразної ланцюгової реакції зі 

зворотною транскрипцією (ЗТ-ПЛР). Методи. 
Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР); поліме-

разна ланцюгова реакція зі зворотною транск-

рипцією (ЗТ-ПЛР); ЗТ-ПЛР у реальному часі. 

Аналіз кривих плавлення. Електрофорез у полі-

акріламідному гелі. Статистичні методи. Ре-
зультати. Розроблено ПЛР тест-систему з еле-

ктрофоретичною детекцією та ПЛР тест-
систему у реальному часі для виявлення коро-

навірусу котів (FCoV). Показано переваги ПЛР 

тест-системи у реальному часі та оцінено її ефе-

ктивність. З використанням тест-системи у реа-

льному часі проведено діагностику 160 котів та 

кішок та виявлено FCoV у 18 % досліджених 

тварин. Висновки. Висока діагностична ефекти-

вність ПЛР тест-системи у реальному часі до-

зволяє використовувати її для діагностики ко-

ронавірусної хвороби котів в лабораторних 

умовах. Незважаючи на те, що коронавірусна 
хвороба котів не належить до сезонних захво-

рювань, було виявлено залежність частоти ви-

явлення FCoV від сезону. Частота виявлення 

FCoV навесні становила 28 %, влітку зменшува-

лася до 11 %, а у вересні знову збільшувалася до 

24 %. Однією з причин сезонних коливань може 

бути послаблення імунітету у тварин восени та 

навесні, що може впливати на ризик інфіку-

вання або реактивацію вірусу. 
Ключові слова: котячий коронавірус 

(FCoV), ПЛР, ЗТ-ПЛР, ЗТ-ПЛР в реальному 

часі, аналіз кривих плавлення. 
 
Коронавірус котів (FCoV) – одноланцю-

говий РНК-вірус з оболонкою, що належить до 

роду Alphacoronavirus, родини Coronaviridae та 

порядку Nidovirales [1]. Він має чотири структу-

рні білки: спайковий (S), оболонковий (E), мем-

бранний (M) і нуклеокапсидний (N) [2]. FCoV 
широко поширений серед домашніх котів у 

всьому світі.  

Природна передача FCoV відбувається 

здебільшого фекально-оральним шляхом із по-

дальшим інфікуванням епітеліальних клітин, 

переважно ентероцитів [1, 3]. Різні чинники 
відіграють важливу роль у поширенні вірусу [4–

7]. Відомо, що у середовищах із кількома кота-

ми вища поширеність інфекцій FCoV, ніж в 

середовищах з одним котом. Однією з причин є 

часте використання спільних лотків для туалету 

в приміщеннях з кількома котами. Якщо одна 

кішка в розпліднику інфікована, FCoV дуже 

швидко поширюється в цій популяції [7]. Біль-

шість випадків інфікування FCoV обмежуються 

кишковою формою хвороби й рідко призводять 

до летального наслідку. Зазвичай у котів, 

інфікованих FCoV, немає клінічних ознак за-

хворювання або розвивається легкий енте-

рит [8]. Проте приблизно у 12 % котів інфіку-

вання FCoV призводить до летального синдро-

му котячого інфекційного перитоніту (FIP) [8, 
9]. Раптові зміни тропності вірусу до макрофагів 

і моноцитів замість ентероцитів, що виникають 

через мутації в спайк-гені, сприяють або безпо-

середньо призводять до розвитку FIP [10, 11]. 
Клінічні ознаки інфекційного перитоніту котів 

вперше були описані у кішок у США в 1963 

році, вони здебільшого неспецифічні, включа-

ють апатію, лихоманку та втрату ваги, за якими 

часто слідують порожнинні випоти та/або нев-

рологічні чи очні ознаки [12]. Кішки з випотним 

FIP мають середній час виживання лише кілька 

днів. 
Нещодавня розробка та доступність ліку-

вальних противірусних препаратів [12, 13] ре-

волюціонізували підхід до лікування FIP. Зараз 

клініцистам потрібні діагностичні інструменти, 

які допоможуть швидко визначити ймовірність 

діагнозу FIP, щоб ефективні противірусні пре-

парати можна було використовувати якнайшви-

дше. 
В даний час не існує вакцини, яка б запо-

бігала виникненню FIP. Єдиним методом про-

філактики FIP є профілактика інфекції FCoV, 
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тому необхідним є своєчасне виявлення FCoV, 
як у хворих тварин, так і у тварин без ознак за-

хворювання. Найбільш надійним, високочутли-

вим і специфічним методом з виявлення FCoV є 

полімеразна ланцюгова реакція зі зворотною 

транскрипцією (ЗТ-ПЛР) [14, 15]. Метою нашо-

го дослідження була розробка ефективної тест-
системи для діагностики коронавірусної хворо-

би котів на основі ЗТ-ПЛР в реальному часі. 
 
Матеріали і методи 
Матеріалом для досліджень слугував клі-

нічний матеріал (кров, асцитна рідина, випіт, 

зішкріб зі слизової прямої кишки) котів різного 

віку та статі, серед яких були як тварини з підо-

зрою на інфекцію FCoV, так і тварини без ознак 

захворювання. Загалом під час дослідження 

було проаналізовано клінічний матеріал 160 

котів. 
РНК виділяли з використанням «Набору 

реагентів для виділення РНК/ДНК Genomic 
RNA/DNA Extraction kit» (ТОВ «Виробнича 

фірма Сіместа», Україна) згідно інструкції. Ви-

мірювання концентрації та оцінювання якості 

екстрагованої ДНК здійснювали методом спект-

рофотометрії на спектрофотометрі «NanoDrop 
2000» (TermoScientific, Великобританія). 

ПЛР зі зворотною транскрипцією ЗТ-ПЛР 

проводили на термоциклері CFX96 Real-time 
PCR Detection System (Bio-Rad, США). Реакцій-

ній суміші для виявлення FCoV об'ємом 20 мкл 

містила наступні компоненти: суміш для одное-

тапної ПЛР зі зворотною транскрипцією 2×One-
Step RT-PCR Mix (ТОВ «Виробнича фірма Сі-

места», Україна); суміш праймерів Primer Mix 
(містить специфічні праймери для детекції 

FCoV, по 150 нМ кожного) – 5 мкл; ДНК виді-

лена з клінічних зразків 15–30 нг / 5 мкл. В яко-

сті інтеркалюючого флуоресцентного барвника 
використовували водний розчин SYBR Green I в 

рекомендованих виробником концентраціях. 
ЗТ-ПЛР з подальшою детекцією продуктів 

ампліфікації в поліакріламідному гелі проводи-

лася за наступною програмою: 15 хв при 50 °C; 

5 хв при 95 °C; потім 40 циклів: 10 с при 95 °C, 

30 с при 60 °C, 20 с при 72 °C. Продукти ам-

пліфікації (10 мкл аліквоту ПЛР-суміші) фрак-

ціонували у 12 % неденатуруючому поліакри-

ламідному гелі (ПААГ) у 1хТВЕ. Електрофорез 

у поліакриламідному гелі проводили за 

постійної напруги 400 V в апараті для верти-

кального гель-електрофорезу. Візуалізацію про-

дуктів електрофоретичного розподілу проводи-

ли імпрегнуванням гелів нітратом срібла. 

Калібрування молекулярної маси отриманих 

ампліконів здійснювали з використанням стан-

дарту pUC19/MspI та 10 bp DNA Ladder. 
ЗТ-ПЛР у реальному часі здійснювали за 

програмою: 15 хв при 50°C; 5 хв при 95°C; по-

тім 40 циклів: 10 с при 95°C, 30 с при 60°C, 20 с 

при 72°C (зчитування флюоресценції); крива 

плавлення від 65°C до 95°C з кроком 0,5°C і 

затримкою на 15 с для зчитування флуоресцен-

ції. Графічний аналіз даних виконано за допо-

могою програми BioRad CFX Manager 3.1 

(США). У кожному експерименті ставили конт-

роль екстракції та контроль без матричної ДНК. 
Результати інтерпретували на підставі 

наявності та положення температурних піків 

денатурації молекул ДНК. Результат ПЛР–

дослідження вважався достовірним, якщо отри-

мані результати для контрольних зразків задо-

вольняли критеріям. Позитивні зразки і відпо-

відно позитивний контрольний зразок мали те-

мпературу плавлення продуктів ампліфікації за 

каналом FAM/SYBR 79,0–83,00C. Негативні 

зразки і відповідно негативний контрольний 

зразок мали температуру плавлення продуктів 

ампліфікації за каналом FAM/SYBR < 790C.  
Для визначення діагностичної ефективно-

сті тест-системи використовували наступні фо-

рмули. 
Позитивна передбачувана відповідність 

(PPA, %) – оцінює, наскільки добре тест вияв-

ляє справжні позитивні випадки: 

PPA = 
𝑇𝑃

𝑇𝑃+𝐹𝑁
×100% 

Негативна передбачувана відповідність 

(NPA, %) – оцінює наскільки добре тест ви-

ключає справжні негативні випадки: 

NPA = 
𝑇𝑁

𝑇𝑁+𝐹𝑃
×100% 

Загальна точність (Accuracy, %) 

Accuracy = 
𝑇𝑃+𝑇𝑁

𝑇𝑃+𝑇𝑁+𝐹𝑃+𝐹𝑁
×100% 

Статистичну обробку отриманих резуль-

татів проводили за загальноприйнятими мето-

дами. 
 
Результати та обговорення 
На першому етапі роботи було проведено 

ЗТ-ПЛР зі специфічними до FCov праймерами з 

подальшою детекцією продуктів ампліфікації в 

поліакріламідному гелі. В результаті ЗТ-ПЛР 

РНК, виділеної з біологічного матеріалу котів, 
були ідентифіковані зразки з наявністю FCoV, 
добрані найбільш специфічні праймери та ство-
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рено тест-систему для детекції FCoV в агароз-

ному або поліакріламідному гелі з оптимальною 

концентрацією всіх компонентів ПЛР, що до-

зволяє ефективно виявляти FCoV у зразках РНК 

виділеної з різного клінічного матеріалу. Умови 

проведення ЗТ-ПЛР наведено в розділі матеріа-

ли і методи. Продукт ампліфікації розміром 102 

п.н. вказує на наявність РНК FCov у досліджу-

ваного зразка. З використанням отриманої тест-
системи було проаналізовано клінічний матері-

ал 50 котів та кішок, як з підозрою на наявність 

коронавірусної хвороби, так і без ознак захво-

рювання. З досліджених зразків 10 виявилися 
позитивними за FCov і, відповідно, 40 зразків – 
негативними. 

ЗТ-ПЛР з подальшою детекцією продуктів 

ампліфікації в агарозному або поліакріламідно-

му гелі є відповідним альтернативним діагнос-

тичним методом для діагностики вірусних за-

хворювань тварин і людини, оскільки він значно 

дешевший порівняно з тестами ПЛР у реально-

му часі. Метод ЗТ-ПЛР з електрофоретичною 

детекцією навіть був рекомендований до впро-

вадження для виявлення SARS-COV-2 людини в 

масових масштабах у країнах із низьким і сере-

днім рівнем доходу. Діагностичний тест для 

виявлення FCov з використанням електрофорезу 
може бути відповідною альтернативою тест-
системам ПЛР у реальному часі, але він має ряд 

недоліків. Одними з основних недоліків є тру-

домісткість та довготривалість, так як гель-
електрофорез потребує додаткових кроків (при-

готування гелю, завантаження зразків, електро-

форез, фарбування та візуалізація), а також ве-

ликий ризик контамінації, оскільки пробірки 

відкриваються після ампліфікації, зразки мо-

жуть забруднитися ампліконами, що підвищує 

ризик хибнопозитивних результатів. 
Уникнути перелічених недоліків дозволяє 

ПЛР у реальному часі, яка вважається «золотим 

стандартом» для діагностики вірусних захворю-

вань людей і тварин завдяки високій чутливості, 

специфічності, швидкості аналізу. ПЛР в реаль-

ному часі проводиться в герметично закритих 

пробірках з максимальною автоматизацією про-

цесу, що значно знижує ризик контамінації. 
Тому наступним етапом нашої роботи бу-

ла розробка ЗТ-ПЛР тест-системи для детекції 

FCov у реальному часі. ПЛР у реальному часі 

може використовувати два основні підходи для 

детекції ампліфікованої ДНК/РНК: з викорис-

танням флуоресцентних зондових систем або з 

інтеркалюючими барвниками. Використання 

зондових систем має ряд переваг таких як висо-

ка специфічність і можливість мультиплексу-

вання, але зазначені системи є значно дорожчи-

ми через високу ціну зондів. Тому при розробці 

тест-системи для детекції FCov у реальному часі 

ми використали неспецифічний інтеркалюючий 

барвник SYBR Green І. Інтеркалюючі барвники 

«виявляють» накопичення будь якої ДНК, 

включаючи димери праймерів. Специфічність 

отриманого продукту реакції оцінювали за до-

помогою кривих плавлення (melt curve analysis). 
Для цього по закінченню ПЛР пробірку повіль-

но нагрівали і одночасно реєстрували зміни 

флуоресценції. Фрагменти ДНК різної довжини 

і складу плавились за різної температури, що 

дозволило оцінити склад реакційної суміші. 

Емпіричним шляхом було підібрано оптимальну 

температуру відпалу праймерів та температуру 

плавлення і виявлення сигналу. Введення до 

складу ПЛР-суміші інтеркалюючого флюорес-

центного барвника SYBR Green I та модифіка-

ція температурного режиму реакції дозволили 

нам розробити протокол для ампліфікації та 

аналізу продуктів ПЛР у форматі реального 

часу. Умови проведення ЗТ-ПЛР з оцінкою кри-

вих плавлення в реальному часі для виявлення 

FCov наведено в розділі «Матеріали і методи». 
У результаті було показано, що кожен 

позитивний зразок характеризувався одним пе-

реважним піком, що відповідав єдиній смузі на 

електрофореграмі. Наявність одного чітко ви-

раженого піку кривих плавлень свідчить про 

специфічність використаних праймерів для іде-

нтифікації FCov. Діапазон значень температур 

плавлення продуктів ампліфікації для FCov за 

каналом FAM/SYBR становив 79,0  ̶  83,0 0C 
(рис.). Негативні зразки, що не мали РНК FCov, 
характеризувались температурами плавлення 

продуктів ампліфікації за каналом FAM/SYBR < 
79 0C. 

Для того щоб оцінити ефективність роз-

робленої тест-системи «Набір реагентів для 

виявлення коронавірусу котів в реальному часі, 

FCoV RT-PCR kit» (ТОВ «Виробнича фірма 

Сіместа») було добрано та проаналізовано 50 

зразків РНК, які паралельно були проаналізова-

ні з використанням іншої тест-системи в реаль-

ному часі «Feline coronavirus Real-time PCR test, 
FCoV qPCR test» (Ring Biotechnologi Co Ltd, 
Китай), яку широко використовують в лабора-

торних дослідженнях. Результати порівняння 

наведено у таблиці 1. 



 
 
 

Розробка ПЛР тест-системи для детекції коронавірусної хвороби котів 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2025. Том 36  55 

 
Рис. Аналіз кривих плавлення за допомогою ПЛР-аналізу в реальному часі 
 
Таблиця 1. Порівняння результатів тест-системи «Сіместа» з тест-системою «Ring 

Biotechnologi» 
Результати тест-

системи «Сіместа» 
Позитивний за тест-системою 

«Ring Biotechnologi» (n=20) 
Негативний за тест-системою «Ring 

Biotechnologi» (n=30) 
Усього 

Позитивний 20 (TP) 0 (FP) 20 
Негативний 0 (FN) 30 (TN) 30 

Усього 20 30 50 
Примітки: n – кількість зразків, TP – істинно позитивний (True Positive), TN – істинно негативний (True Negative), FP 

– хибнопозитивний (False Positive), FN – хибнонегативний (False Negative). 
 
Розрахунки діагностичної ефективності 

тест-системи дозволили отримати наступні ре-

зультати. 
Позитивна передбачувана відповідність 

(PPA, %) – оцінює, наскільки добре тест вияв-

ляє справжні позитивні випадки: 

PPA = 
20

20+0
×100 = 100% 

Негативна передбачувана відповідність 

(NPA, %) – оцінює наскільки добре тест ви-

ключає справжні негативні випадки: 

NPA = 
30

30+0
×100 = 100% 

Загальна точність (Accuracy, %): 

Accuracy = 
20+30

20+0+30+0
×100 = 100% 

Отримані результати свідчать про високу 

діагностичну ефективність тест-системи «Сіме-

ста», яка демонструє PPA 100% і NPA 100%. Це 

підтверджує її придатність для використання у 

діагностиці коронавірусної хвороби котів. 
Під час розробки, випробувань та пода-

льших досліджень з використанням тест-

системи «Набір реагентів для виявлення коро-

навірусу котів в реальному часі, FCoV RT-PCR 
kit» (ТОВ «Виробнича фірма Сіместа») було 

проаналізовано зразки біологічного матеріалу 

160 котів та кішок, що надходили до лабораторії 

протягом 8 місяців. Для дослідження ряду зраз-

ків використовували декілька різних ПЛР тест-
систем. У 29 тварин (18%) з досліджених 160 
було виявлено наявність FCoV (табл. 2). 

У низці наукових робіт повідомлялось про 

зв’язок рівня виявлення FCoV з такими факто-

рами ризику, як вік, стать та порода кішок [16]. 
В нашому дослідженні ми не спостерігали поді-

бної тенденції, проте була виявлена залежність 

частоти виявлення FCoV від сезону. Зразки над-

ходили до лабораторії в період з березня по ве-

ресень 2023 року. Частота виявлення FCoV на-

весні становила 28 %, а влітку зменшувалась до 

11 % (табл. 3). У вересні частота виявлення ві-

русу знову збільшувалась і становила 24 %. 
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Таблиця 2. Частота виявлення FCoV серед зразків біологічного матеріалу котів 
Наявність FCoV n p±Sp, % 

FCoV + 29 18,1±3,04 
FCoV – 131 81,9±3,04 
Всього 160 100 

Примітки: n – кількість зразків; p±Sp – частота виявлення FCov. 
 
Таблиця 3. Частоти виявлення FCoV в залежності від сезону 

Наявність 
FCoV 

Пора року 
весна літо осінь (вересень) 

n p±Sp, % n p±Sp, % n p±Sp, % 
FCoV + 15 27,8±6,10 9 10,6±3,34 5 23,8±9,29 
FCoV – 39 72,2±6,10 76 89,4±3,34 16 76,2±9,29 
Всього 54 100 85 100 21 100 

Примітки: n – кількість зразків; p±Sp – частота виявлення FCov. 
 
Коронавірусна хвороба котів не є сезон-

ним захворюванням. FCoV поширюється пере-

важно через фекально-оральний шлях, і його 

передача залежить від умов утримання тварин, 

рівня гігієни та щільності популяції кішок. Про-

те деякі фактори можуть впливати на частоту 

поширення FCoV в різні пори року. Як і в лю-

дей, імунітет у тварин може слабшати в певні 

періоди року (наприклад, восени або навесні 

через зміну температури та умов утримання), 

що може впливати на ризик інфікування або 

реактивацію вірусу. Влітку загальний стан здо-

ров’я котів може бути кращим через більшу 

кількість сонячного світла, що сприяє вироб-

ленню вітаміну D, та доступу до якіснішого 
харчування. 

Вірус FCoV передається через фекалії та 

може виживати у зовнішньому середовищі пев-

ний час. Високі температури та ультрафіолетове 

випромінювання сонця можуть швидше руйну-

вати вірус, зменшуючи ймовірність зараження. 

Літо може бути  менш стресовим для домашніх 

котів, оскільки змінюється ритм життя, знижу-

ється ризик застуд та супутніх інфекцій. Проте 

для отримання більш чітких висновків необхід-

но провести додаткові дослідження. 

Висновки 
У результаті дослідження зразків біологі-

чного матеріалу котів на наявність коронавірус-

ної інфекції розроблено дві ПЛР тест-системи: 
тест-система з подальшою детекцією продуктів 

ампліфікації в агарозному або поліакріламідно-

му гелі та тест-система у реальному часі з оцін-

кою кривих плавлення. Наведено переваги ПЛР 

у реальному часі для виявлення FCoV. Показано 

високу діагностичну ефективність тест-системи 

«Набір реагентів для виявлення коронавірусу 

котів Fcov в реальному часі» (ТОВ «Виробнича 

фірма Сіместа», Україна), що дозволяє викорис-

товувати її для діагностики коронавірусної хво-

роби котів. 
З використанням нової тест-системи про-

аналізовано зразки біологічного матеріалу 160 

котів. FCoV виявлено у 18 % тварин. Не зважа-

ючи на те, що коронавірусна хвороба котів не 

належить до сезонних захворювань, була вияв-

лена залежність частоти виявлення FCoV від 

сезону. Частота виявлення FCoV навесні стано-

вила 28 %, влітку зменшувалась до 11 %, а у 

вересні знову збільшувалась до 24 %. Однією з 

причин сезонних коливань може бути послаб-

лення імунітету у тварин восени та навесні, що 

може впливати на ризик інфікування або реак-

тивацію вірусу. 
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DEVELOPMENT OF A PCR TEST SYSTEM FOR DETECTING FELINE CORONAVIRUS DISEASE 
Aim. Development of an effective test system for diagnosing feline coronavirus disease based on reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR). Methods. Polymerase chain reaction (PCR); reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR); real-time RT-PCR; melting curve analysis; polyacrylamide gel electrophoresis; statistical 
methods. Results. A PCR test system with electrophoretic detection and a real-time PCR test system were developed for 
the detection of feline coronavirus (FCoV). The advantages of the real-time PCR test system were demonstrated, and its 
efficiency was evaluated. Using the real-time test system, diagnostic testing of 160 cats was conducted, revealing the 
presence of FCoV in 18 % of the examined animals. Conclusions. The high diagnostic efficiency of the real-time PCR 
test system allows its use for laboratory diagnosis of feline coronavirus disease. Although feline coronavirus disease is 
not classified as a seasonal illness, a correlation between the detection frequency of FCoV and the season was observed. 
The detection rate of FCoV was 28 % in spring, decreased to 11 % in summer, and increased again to 24 % in 
September. One of the possible reasons for these seasonal fluctuations may be the weakening of immunity in animals 
during autumn and spring, which could influence the risk of infection or virus reactivation. 
Keywords: feline coronavirus (FCoV), PCR, RT-PCR, real-time RT-PCR, melting curve analysis. 


