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摘要 農業部獸醫研究所目前量產牛流行熱不活化疫苗之病毒含量檢測，係觀

察細胞病變作用（CPE），並依 Reed-Muench 法計算半數組織培養感染劑量

（TCID50），檢驗期程約 4–5天。為縮短檢驗時間並提升效率與準確性，本研究

建立即時定量反轉錄聚合酶鏈反應（RT-qPCR）檢測方法作為改良方案。結果顯

示，RT-qPCR標準曲線在偵測範圍內，病毒含量與 Ct（cycle threshold）值呈良好

線性關係（R²=0.9667）。標準曲線係以 log10（TCID50）對應 Ct值進行線性迴歸

分析，所得方程式為 y = -0.3719x + 13.822，其中 y為 log₁₀（TCID50），x為 Ct值。

依此公式可迅速換算檢體之 TCID50，作為病毒含量估算依據。此方法可有效應

用於牛流行熱疫苗品質管制檢驗，顯著縮短檢驗期程，並提升技術精確度與效

率，具高度實務應用價值。 

 

關鍵詞：疫苗、細胞病變作用、半數組織培養感染劑量、即時定量反轉錄聚合酶鏈反應、 

品質管制 

 

 

緒言 

牛流行熱（bovine ephemeral fever，BEF），

又 稱 三 日 熱 或 僵 硬 病 ， 是 由 桿 狀 病 毒 科

（ Rhabdoviridae ） 的 牛 流 行 熱 病 毒 （ bovine 

ephemeral fever virus，BEFV）所引起的季節性急性

媒介傳播疾病。該病毒已自蚊子與庫蠓（Culicoides 

biting midges）中分離出，具有顯著的經濟影響 [20, 

23]。臨床上，牛流行熱的特徵包括雙相發熱、精神沉

鬱、跛行、臥地不起、關節腫脹、後肢癱瘓、鼻眼分

泌物增多、過度流涎、僵硬以及產乳量驟降等，大多

數感染牛隻可於三日內自發恢復。該疾病流行於中東、

亞洲、非洲與澳洲等亞熱帶及溫帶地區 [8]。 

BEFV 為具負股單股 RNA 基因組之病毒，包含五

種結構蛋白：核蛋白（N）、聚合酶相關蛋白（P）、

基質蛋白（M）、RNA 依賴性 RNA 聚合酶（L）與包

膜糖蛋白（G）[34]。其中，G 蛋白為具中和活性的特

異性抗原，可誘導牛體內產生保護性免疫反應 [31]。

N 蛋白亦具免疫原性，但不會誘導中和抗體或保護性

免疫，主要激發 T 細胞增殖反應 [32]。 

牛流行熱的防控策略包括限制牛隻移動、在無媒

介區域進行短期隔離、媒介控制、對症治療以及疫苗

接種。目前已開發四種疫苗類型，分別為減毒疫苗、

不活化疫苗、G 蛋白次單位疫苗與重組疫苗，其中以

減毒與不活化疫苗最常被商業化應用 [35]。 

傳統的聚合酶鏈反應（PCR）檢測方法通常透過

PCR 擴增產物進行瓊脂膠電泳分析，具定性功能 

[3]。相較之下，即時定量聚合酶鏈反應（real-time 

quantitative PCR，qPCR）可結合螢光染劑或螢光探

針（probe）與猝滅劑（quencher），使核酸擴增過

程得以即時監測，具有更高的特異性與靈敏度，且反



獸醫研究所研報 No.3：21~32 (2025) 

22 

應速度更快 [13, 33]。使用嵌入染料的 qPCR 系統通

常需搭配熔解曲線分析以驗證特異性 [10, 22]，而使

用螢光探針的系統則多可省略此步驟 [1, 24]。qPCR

技術應用範圍廣泛，例如可用於偵測山羊痘病毒

（capripoxviruses）基因組 [4, 14]、區分三種山羊痘

病毒株 [5, 36]，甚至實現區分感染動物與接種動物的

DIVA （ differentiating infected from vaccinated 

animals）分析 [1, 24]。 

本研究所目前以半數組織培養感染劑量（50% 

tissue culture infective dose, TCID50）法檢測牛流行

熱不活化疫苗半成品之病毒含量，流程需培養細胞、

感染細胞並觀察細胞病變，整體檢測期程較長。為提

高檢測效率並縮短時程，本研究導入即時定量反轉錄

PCR（RT-qPCR）技術，建立病毒含量分析方法。首

先透過反轉錄 PCR（RT-PCR）將 BEFV RNA 反轉錄

為 cDNA，後續再與螢光標記探針結合進行 qPCR 反

應。鑑於螢光標記方式眾多，本研究選用特異性較高

的 TaqMan 螢光探針，以提升定量準確性與實驗可靠

性。為驗證此技術的效益，本研究將 RT-qPCR 與傳

統 TCID50 在定量準確性與實驗可靠性上進行直接比

較，並於結果中呈現相關誤差指標與重複精密度數據。 

 

材料與方法 

檢測樣本 

本所於 106 年至 109 年所生產之牛流行熱不活

化疫苗，共 10 批。本研究所採樣之批次編號為 001–

010（詳表 2），並於圖 4 以各點對應呈現。 

 

核酸萃取 

牛流行熱不活化疫苗半成品係採用病毒核酸萃取

套 組 （ 2003 Viral, #ZP02003-48-EVO, Zinexts, 

New Taipei City, Taiwan），搭配自動化核酸萃取儀

（MagPurix Evo® 24, Zinexts, New Taipei City, 

Taiwan）進行操作，並依照產品使用手冊所載標準

流程執行病毒核酸萃取。 

 

引子與探針 

本研究採用發表於文獻 [30]之牛流行熱病毒特

異性引子對與 TaqMan 螢光探針進行檢測。所使用之

引子及探針序列如表 1 所示，預期擴增產物片段大小

約為 176 bp。 

 

反轉錄聚合酶鏈反應 

反轉錄聚合酶鏈反應係使用 Deoxy + One Step 

RT-PCR Kit（ Deoxy + One Step RT-PCR Kit, 

Yeastern, Taipei, Taiwan）進行。反應液之配置及反

應條件依據試劑產品操作手冊進行，並根據本研究所

選用引子的序列特性調整以獲得最佳反應條件。每一

反應管總體積為 25 μL，組成如下：2× One Step 

RT-PCR premix 12.5 μL、10 μM Forward primer 

2 μL、10 μM Reverse primer 2 μL、PCR-grade water 

6.5 μL、RNA 模板（病毒核酸）2 μL。RT-PCR 反應

條件如下：48℃ 30 分鐘，95℃ 10 分鐘，再進行 40

個循環之 94℃ 30 秒，49℃ 30 秒，72℃ 1 分鐘。 

 

瓊膠配製 

將 1 g 瓊膠（agarose）加入 50 mL 之 1× TAE

電泳緩衝液中，配製成 2%瓊膠溶液，並以微波加熱

至完全溶解，膠液呈現透明狀態後取出。待其自然

冷 卻 至 不 燙 手 之 溫 度 後 ， 加 入 5 μL 核 酸 染 劑

（FluoroVue™ Nucleic Acid Gel Stain, SMOBIO, 

Hsinchu, Taiwan），混合均勻。隨即將膠液倒入製膠

臺，插入電泳梳，待膠體冷卻凝固後，移除電泳梳，

即可進行樣品上樣與電泳操作。 

 

電泳分析 

RT-PCR 反應產物取 5 μL，加入 1 μL 染劑

（ExcelDye™ 6× DNA Loading Dye , SMOBIO 

Hsinchu, Taiwan）混合均勻後，注入瓊膠齒槽中；

另於一孔加入 5 μL DNA 分子量標記（ExcelBand™ 

50 bp DNA Ladder, SMOBIO, Hsinchu, Taiwan）

作為對照。以 100 V 電壓進行電泳約 30 分鐘，電泳

結束後使用數位電泳膠成像分析系統進行拍照，並依

產物片段大小進行觀察與確認。 

 

即時定量反轉錄聚合酶鏈反應 

RT-qPCR 反 應 採 用 KAPA PROBE FAST 

Universal One-Step RT-qPCR Master Mix（2×）
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試劑組（KAPA PROBE FAST Universal One-Step 

RT-qPCR Master Mix（ 2×） ,  Roche, Basel,  

Switzerland），依據產品使用手冊進行反應液配置。

每管反應液含有 KAPA PROBE FAST qPCR Master 

Mix（2×）10 μL，10 μM Forward primer 0.5 μL，

10 μM Reverse primer 0.5 μL，10 μM Probe 

0.25 μL，KAPA RT Mix（50×）0.4 μL，PCR-grade 

water 7.35 μL，RNA Template（病毒核酸）1 μL，

反應總體積 20 μL。反應條件參考 Stokes 等人發表 

[30]之條件如下：反轉錄反應 50℃ 10 分鐘，變性反

應 95℃ 5 分鐘，擴增反應 95℃ 15 秒、49℃ 45 秒

共 45 個循環。每一檢體進行三重複檢測以確保數據

一 致 性 。 反 應 使 用 LightCycler® 480 系 統

（LightCycler® 480, Roche, Basel, Switzerland）

執行，並以其搭配之 LightCycler® 480 軟體進行絕對

定量（absolute quantitation）分析。 

 

以半數組織培養感染劑量檢測牛流行熱不活

化疫苗半成品病毒含量 

將 BHK-21 乳倉鼠腎細胞懸浮液（濃度約 3×105 

cells/mL）分注於 96 孔培養板中，每孔 100 μL，置

於 37℃培養箱內培養約 4 小時以促進細胞貼附。細

胞貼附期間，以 1× MEM 培養液對牛流行熱不活化

疫苗半成品進行 10 倍序列稀釋，稀釋至 10-6。細胞

貼附完成後，將各稀釋階之疫苗樣品 100 μL 分注於

對應之細胞孔中，每個稀釋階設置 8 個重複孔。培養

板置於 34℃培養箱中培養 72 小時，並於培養結束後

使 用 倒 立顯微 鏡 觀 察細胞 病 變 作用 （ cytopathic 

effect, CPE）。若細胞出現細胞病變作用，即表示該

孔細胞感染牛流行熱病毒。最終以 Reed-Muench 法 

[27]計算樣品之 TCID50。 

 

牛流行熱病毒含量標準曲線建立 

選取 106 年至 109 年間生產之牛流行熱不活化

疫苗半成品共 10 批，將其混合後進行 10 倍序列稀

釋，並與各批原始疫苗樣品分別以 RT-qPCR 進行牛

流行熱病毒含量檢測。每一樣品均進行三重複檢測以

確保數據穩定性。實驗中，以各樣品經由細胞培養法

所得病毒含量（單位為 TCID50/mL）的對數值作為

Y 軸，對應之 RT-qPCR 檢測所得 Ct 值作為 X 軸，

利用 LightCycler® 480 軟體分析其螢光擴增曲線與

Ct 值。進一步進行線性迴歸分析，建立 Ct 值與病毒

含量（log10 TCID50/mL）間之對應關係。本研究旨

在比較 RT-qPCR 與傳統細胞培養法之病毒含量檢測

結果，以建立可替代細胞培養試驗的 RT-qPCR 方法，

期望提升品管檢驗效率並縮短檢驗時程。 

 

資料分析與統計 

利用 Microsoft® Excel（Redmond, Washington, 

USA）軟體進行資料整理、牛流行熱疫苗病毒標準曲線

的建立與線性迴歸分析及製圖。 

 

結果 

RT-PCR 

針對 106 年至 109 年間生產之 10 批牛流行熱

不活化疫苗半成品，採用 Stokes 等人發表 [30]的

牛流行熱病毒特異性引子對進行 RT-PCR 檢測。擴增

後之產物片段大小約為 176 bp，經 2%瓊脂糖膠電

泳分析後，皆可觀察到與預期相符之 DNA 條帶（圖

1），顯示該特異性引子對具有良好專一性，適用於牛

流行熱病毒之檢測。 

 

以 RT-qPCR 檢測牛流行熱不活化疫苗半成

品病毒含量 

針對前述 10 批牛流行熱不活化疫苗半成品，採

用 RT-qPCR 進行病毒含量檢測，並使用 LightCycler® 

480 軟體進行 Ct 值之絕對定量分析，結果彙整如表 2

所示。 

 

以半數組織培養感染劑量檢測牛流行熱不活

化疫苗半成品病毒量 

針對前述 10 批牛流行熱不活化疫苗半成品，採

用半數組織培養感染劑量法進行病毒含量測定。當細

胞受到牛流行熱病毒感染時會出現 CPE 如圖 2 所示。

完成 CPE 觀察與判讀後，依 Reed-Muench 法計算各

批次樣品之 TCID50/mL，結果彙整如表 2。 

 

 



獸醫研究所研報 No.3：21~32 (2025) 

24 

牛流行熱病毒含量標準曲線建立 

將 10 批牛流行熱不活化疫苗半成品混合後，進

行 10 倍連續稀釋，並以 RT-qPCR 檢測其 Ct 值，結

果顯示病毒含量之對數值與 Ct 值之間具有高度線性

相關性（R2 = 0.9764），如表 3 所示。進一步將

TCID50/mL 之對數值與對應 Ct 值進行線性迴歸分

析，建立迴歸方程式為 y = -0.3802x + 14.057

（圖 3）。此外，將各批次半成品疫苗分別納入分析

後，其病毒含量對數值與 Ct 值同樣呈現良好線性

關係（R2 = 0.9667），所建立之迴歸方程式為：

y = -0.3719x + 13.822（圖 4）。其中，y 代表病毒含

量（以 TCID50/mL 之對數值表示），x 則為樣品實測

之 Ct 值，據此可推算樣品中病毒的 TCID50/mL 對

數值。 

 

方法學比較 

RT-qPCR 可有效應用於牛流行熱疫苗病毒含量

之品管檢驗，顯示精確度與效率皆優於傳統方法，具

實務應用價值，比較說明如下： 

一、 期程差異：傳統 TCID50 流程需 4–5 天（含培養

觀察與判讀）；RT-qPCR 以本研究條件（50℃ 

10 分鐘＋95℃ 5 分鐘＋45 個循環〔95℃ 15 秒

＋49℃ 45 秒〕）僅約 60 分鐘儀器時間完成擴

增，搭配自動化核酸萃取（MagPurix Evo® 24）

可於同日內產出結果（全流程小於 1 天，較

TCID50 至少縮短 3 天）。 

二、 定量精確度（對 TCID50的一致性）：以 10 批次

半成品（表 2）建立之 RT-qPCR 與 TCID50 的

迴歸式為 y = -0.3719x + 13.822（圖 4），將

Ct 換算為 log10（TCID50），與實測 TCID50 比較

之平均絕對誤差（mean absolute error，MAE）

= 0.19 log10 =100.19、均方根誤差（root mean 

square error，RMSE）= 0.22 log10 = 100.22、

平均誤差（mean error，ME）= +0.036 log10 

=100.036（n=10），顯示與 TCID50 具良好一致

性（整體相關 R² = 0.9667）。結果顯示本法對

TCID50 具有良好之定量準確性與實驗可靠性。 

 

與傳統 TCID50 比較之誤差指標依下列公式計

算： 

MAE =（1/n）∑ |𝑦ᵢ −  𝑥ᵢ| 

RMSE = √[（1/n） ∑ （yᵢ −  xᵢ）²] 

ME =（1/n）∑ （yᵢ −  xᵢ） 

其中 yi 為 RT-qPCR 換算所得之 log10 (TCID50)

值，xi 為實測 TCID50 值，n 為樣本數（本研究

為 10 批）。計算結果如下： 

MAE = 0.19 log10、RMSE = 0.22 log10、 

ME = +0.036 log10 

三、 技術重複精密度（RT-qPCR重複比較）： 

三重複 Ct 的平均標準差（standard deviation，

SD）= 0.072（表 2）；依斜率 0.3719 換算為

0.027 log10（TCID50），相當於約±6.4%的變異

度（100.027 ≈ 1.064）。 

RT-qPCR 三重複試驗的精密度以 Ct 值的標準

差計算如下： 

SDCt =  

√[((Ct₁ − ȲCt)² + (Ct₂ − ȲCt)² + (Ct₃ − ȲCt)²) / (3 − 1)] 

其中 ȲCt 為三重複 Ct 值之平均。 

再依 RT-qPCR 與 TCID50 迴歸斜率 b（由 y = a 

+ bx，其中 x 為 Ct 值，y 為 log10（TCID50））

換算至 log10（TCID50）的變異： 

SDlog₁₀（TCID50）= |b| × SDCt 

以本研究數據 b=-0.3719、SDCt=0.072 代入： 

SDlog₁₀（TCID50）= 0.3719 × 0.072 = 0.027 log10 

換算後之變異幅度： 

100.027 ≈ 1.064（約±6.4%） 

四、 效率（用孔數／人工作業）：TCID50 每一檢體

需 6 個序列稀釋 × 每階 8 重複 = 48 孔，另需

72 小時培養與顯微判讀；RT-qPCR 每檢體 3 孔

即可，且無需細胞培養。以用孔數計，RT-qPCR

對單一檢體減少～16 倍耗用。 



應用即時定量反轉錄聚合酶鏈反應（RT-qPCR）評估牛流行熱疫苗病毒含量 

 

25 

討論 

本研究之檢量迴歸的建立，採用 10 批牛流行熱

不活化疫苗半成品混合樣品進行 10 倍序列稀釋（圖 

3；方法詳述），其考量如下： 

 

一、基質相符：日後品質管制的檢體即為同型態之不

活化半成品，選用相同基質可降低萃取與擴增之

基質效應。 

二、代表性與穩健度：混合 10 批可平衡各批間的差

異，避免單一批之偶發偏差，使迴歸參數更能代

表常規生產範圍。 

三、可追溯與維護：混合批次可製備長期參考材料，

便於批內/批間監測與儀器效能比對。 

四、至於不用『確定 TCID50 的種毒或單一批疫苗』，

主因在於其基質與常規檢體不一致，易引入基質

不匹配誤差；此外，單一批之迴歸參數可能代表

性不足，不利於後續跨批次之量測一致性。 

目前已發展出多種病毒含量的檢測方法 [21]。傳

統技術可獲得病毒含量如 TCID50 與斑點形成單位

（plaque forming unit, PFU）常被用於評估病毒濃

度及活毒疫苗之穩定性 [7, 9, 15]。其中，PFU 雖為評

估病毒含量的有效工具，但並不適用於所有病毒 

[16]。這兩種方法皆需依賴細胞培養，因此操作程序

繁複、耗時，且實驗成本較高 [19]。為克服上述限制，

近年來研究人員積極開發現代化替代技術。舉例而言，

流式細胞術已成功應用於麻疹病毒、水泡性口炎病毒

（vesicular stomatitis virus）及人類免疫缺陷病毒第

一型之快速定量，且可於 24 至 52 小時內完成分析 [11]。

此外，2012 年 qPCR 技術首次被用於替代 TCID50 以

評估人類疱疹病毒第六型的病毒力價，證實其具備高

效率與準確性 [12]。Pourianfar 等人亦提出以比色法

測定腸病毒 71 型的病毒含量 [26]，Jonsson 等人則於

2009 年證實 qPCR 可作為估算腸病毒含量之可接受

替代工具 [17]。RT-qPCR 目前也被廣泛應用於登革

熱病毒定量，且與 PFU 法之結果具有顯著相關性 [2]。

Schalk 等人更進一步將 qPCR 應用於活毒疫苗中麻疹

病毒的定量分析，結果顯示該法除具備與 PFU 相當之

準確性與精密度外，亦顯著縮短檢測時間 [28]。 

測量 PFU 與 TCID50 仍為評估疫苗降解速率的

主要方法，分子技術如 qPCR 目前尚未被廣泛應用

於此目的 [25]。不過，根據 Kallesh 等人研究 [18]，

將 qPCR 應用於單價及多價山羊痘疫苗之品質控管，

藉由在不同時間點收集樣本、建立標準曲線，所估算

之 病 毒 力 價 與 TC ID 50 結 果 具 良 好 一 致 性 。

Shahkarami 等人亦以 qPCR 分析疫苗病毒 RNA 拷

貝數，發現其與 TCID50 估算之降解速率具有顯著相關

性（p < 0.05）[29]。因此，qPCR 可視為傳統方法

的良好補充，亦可在特定應用中作為替代方案  [6, 

29]。雖然細胞培養法如 TCID50 目前仍為評估疫苗病

毒力價及熱穩定性的金標準，但 qPCR 具備快速、低

成本與操作簡便等優勢，也適用於同一目的。 

日後執行 RT-qPCR 時，常規換算優先使用「多

批次建立」之方程式 y = -0.3719x + 13.822（圖

4），因其係基於 10 批實際半成品建立，代表性與穩

健度較高，可作為方法學之「跨批校準」參考。另每

一檢測批仍需以內建標準品建立「當次 5 點檢量線」

（由混合半成品參考材料配製，對應圖 3 的操作精

神），以當次檢量線換算 Ct 至 log10（TCID50），並

將其斜率/截距與「多批次方程式」進行系統適用性檢

核（例如：斜率偏差在±10%、R²≥0.95）。若超出界

限，則重建迴歸並追蹤原因（儀器、試劑或樣本基

質）。亦可暫以 y = -0.3719x + 13.822 做為「目標

迴歸參數」與品質管制圖之中心線；同時每季擇 3–5

批樣本進行 TCID50 平行試驗，若觀察到系統性偏移

（例如平均偏差>±0.2 log10），即更新方程式與標準

作業書。總結，日後常規檢驗每一檢測批以混合半成

品參考材料建 5 點檢量線，據以換算 Ct；並以本研究

多批次迴歸式 y = -0.3719x + 13.822 作為方法學

參考曲線進行斜率/截距之系統適用性檢核。若當次

檢量線之斜率偏離參考值超過 ±10% 或 R² < 0.95，

則啟動迴歸重建與原因追查流程；同時維持定期（每

季）與 TCID50 的平行比對以確保可溯源性與量測一

致性。 

本研究即在此背景下，旨在建立一套具快速性、

高特異性與穩定性的 BEF 疫苗病毒含量檢測方法。結

果顯示，RT-qPCR 不僅具備高靈敏度，亦能顯著節省

檢測時間，未來可廣泛應用於 BEF 疫苗製程控制與品

管檢測中，作為傳統 TCID50 方法的有效替代。 
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圖 1、 牛流行熱疫苗病毒經反轉錄聚合酶鏈反應（RT-PCR）增幅牛流行熱病毒核酸片段之 2% 瓊膠電泳分析結

果，產物片段大小約為 176 bp。 

M：50 bp DNA Ladder， 

NC：陰性對照， 

Lanes 01-10：牛流行熱疫苗病毒 01-10 批次 RT-PCR 產物。 

 

 

  

圖 2、 牛流行熱病毒感染 BHK-21 幼倉鼠腎臟細胞之細胞病變現象。 

（A） 未感染牛流行熱病毒之 BHK-21 細胞。 

（B） 感染牛流行熱病毒之 BHK-21 細胞。 
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圖 3、 10 批半成品混合樣本經 10 倍序列稀釋（10⁰～10⁻⁴）之標準曲線；各點分別對應於不同稀釋階之平均

Ct 與相應的 log10（TCID50）值（表 3）。 

 

 

 

圖 4、 各單一批次半成品（批號 001～010）之平均 Ct 與其對應之 log10（TCID50）（表 2）。 

每一點代表一個批次（三重複 Ct 取平均；TCID50 依 Reed–Muench 法計算）， 

迴歸式 y = -0.3719x + 13.822，R² = 0.9667。 
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表 1、檢測牛流行熱病毒（bovine ephemeral fever virus, BEFV）之引子與探針序列。 

Primer Sequence 
Final 

concentration 

Genome location

（BEFV genome 

MN078236） 

BEFV-F 5’-CAT TGG GAA TGC ATT ACA GT-3’ 10 pmoles/μL 3,683-3,202 

BEFV-P 5’- [FAM]AGA TTA TGG GAA GCT CCA GA [TAM ]-3’ 5 pmoles/μL 3,737-3,756 

BEFV-R 5’-GTT TGG TTT TCT ATA CTC CAC-3’ 10 pmoles/μL 3,838-3,858 

 

 

表 2、各批牛流行熱疫苗病毒含量與 Ct 值檢驗結果比較。 

Batch Log10（TCID50） RT-qPCR  

001 6.91 18.02±0.02 

002 7.31 17.80±0.03 

003 7.18 17.86±0.17 

004 7.40 17.70±0.11 

005 6.80 18.14±0.04 

006 6.69 18.26±0.05 

007 7.55 17.61±0.07 

008 7.18 17.81±0.05 

009 7.55 17.46±0.11 

010 6.80 18.13±0.07 

 

 

表 3、將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋後之病毒含量與 Ct 值檢驗結果。 

Dilution multiple Log10（TCID50） RT-qPCR 

100 7.31 17.80±0.03 

10-1 6.31 20.81±0.19 

10-2 5.31 23.84±0.10 

10-3 4.31 25.59±0.36 

10-4 3.31 27.62±0.18 
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Application of real-time reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-qPCR) method for evaluation of virus titration in bovine 

ephemeral fever vaccine  

 

CC Hsieh*, TY Pan, YP Chen 

 

Veterinary Research Institute, Ministry of Agriculture 

 

Abstract The current method for estimating virus titration in inactivated bovine ephemeral fever 

vaccines produced by the Veterinary Research Institute, Ministry of Agriculture relies on observing 

cytopathic effects and calculating the 50% tissue culture infective dose (TCID50) using the Reed-

Muench method. This process requires approximately 4–5 days. To reduce testing time and enhance 

the efficiency of quality control procedures, this study aimed to establish a virus measurement based 

on real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR). We 

demonstrated that the RT-qPCR standard curve exhibited a strong linear correlation between viral 

titration (log10 TCID50) and Ct values within the detection range, with an R² value of 0.9667. The 

linear regression analysis yielded the following equation: y = -0.3719x + 13.822, where y represents 

the viral titer expressed as log10 TCID50, and x denotes the Ct value obtained from the RT-qPCR assay. 

This RT-qPCR-based method provides a reliable and efficient alternative for virus titration, 

significantly reducing testing time and enhancing analytical precision in vaccine quality control. 

 

Keywords: Vaccine, Cytopathic effects, 50% Tissue culture-infective dose, Real-time quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction, Quality control  
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