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Veterinary Research and 
Development Center (VRDCs)

Laboratory Networks

• Northern – Upper zone (Lampang)

• Southern – Lower zone (Songkhla)

• Northern – Lower zone (Phitsanulok)

• North East – Upper zone (Khon kaen)

• North East – Lower zone (Surin)

• Eastern – (Chonburi)

• Southern – Upper zone
(Nakhon si thammarat)

• Western – (Ratchaburi)



Regional Reference Laboratory 
for Foot and Mouth Disease in 

South East Asia (RRL)

• Pakchong, Nakhon Ratchasrima

Laboratory Networks

Veterinary Biologics Assay 
Division (VBAD)

• Pakchong, Nakhon Ratchasrima



African Swine Fever diagnosis





ASF diagnosis: key point
•No Vaccine Available à Antibodies = INFECTION

•No Neutralizing Antibodies

•Viremia for Long Period of time

•Antibodies Persist During Month, even Years ???

ASFV-specific antibodies do not neutralize virus

Starting in the second week after the infection

Source: Gallardo, 2012



Virus detection technique

Antibody detection technique

(A) Detection of virus antigens
- direct immunofluorescent test
- Antigen ELISA

(B) Virus isolation and 
Haemadsorption test

(C)     Detection of virus genome

(A) Screening by ELISA
- Indirect ELISA
- Blocking ELISA

(B) Confirmatory tests
- Immunoblotting test (IB)
- immunoperoxidase test (IPT)
- indirect immunofluorescent test (IFT)    

Source: Gallardo, 2012



• The  EP402R  gene is responsible for the adhesion of swine erythrocytes to 

infected cell.

• The EP153R is as a stabilizer of this adhesion. 

European Union Reference Laboratory for ASF, (EURL-ASF) 



Target samples for ASF diagnosis

1.Serum 2.Blood 3.Organ
(Spleen Kidney Lung Tonsil Lymph node)( EDTA blood)

4.Tick

Ab detection Ag detection Source: Gallardo, 2012





ระดับความรุนแรงของโรค ASF จากลักษณะอาการ

•1. อาการเฉียบพลันรุนแรง (Per acute)

•2. อาการเฉียบพลัน (Acute)

•3. อาการกึ่งเฉียบพลัน (Sub acute)

•4. อาการเรื้อรัง (Chronic)



1 week 2 weeks 3 weeks 4-8 week

Peracute

R ตายภายใน 24-48 ชั่วโมง

R ติดเชื้อสายพันธุIรุนแรงสูง

£ PCR/FAT

£ VI

viremia

antibody

Source: Gallardo, 2012



1 week 2 weeks 3 weeks 4-8 week

Acute

R ตายภายใน 6-13 วัน จนถึง 20 วัน

R ติดเชื้อสายพันธุIรุนแรงสูง

£ PCR/FAT

£ VI

viremia

antibody

Source: Gallardo, 2012

£ ELISA

£ IB/IPT/IFA



1 week 2 weeks 3 weeks 4-8 week

Subacute
R ตายภายใน 15-45 วัน

R ติดเชื้อสายพันธุFรุนแรงปานกลาง

R อัตราการตาย 30-70%

£ PCR/FAT

£ VI

viremia

antibody

Source: Gallardo, 2012

£ ELISA

£ IB/IPT/IFA



Chronic
R non-apparent (carrier)

£ PCR

viremia

antibody

Source: Gallardo, 2012

£ ELISA
£ IB/IPT/IFA

Surveillance programs



Source: FAO

ระยะติดเชื้อ ระยะเป&นโรค-ตาย รอดชีวิต-เป&นพาหะนำโรค









5.Pork products



First detection : Nov 2018

Chengdu
Shenzhen
Jing Hong
Kunming



หน่วยงาน สสช/

ศวพ

ตวัอย่างส่งตรวจสะสม (6 ต.ค. 96 - 6; พ.ค. 9<)

ผลติภณัฑ์ ซากสุกร วัตถุดบิอาหารสัตว์ โรงฆ่า ฟาร์มสุกร

ตรวจ บวก % ตรวจ บวก % ตรวจ บวก % ตรวจ บวก % ตรวจ บวก %
1 143 4 2.8 9 0 21 0 0 0 58 0
2 545 3 0.6 0 0 0 0 0 0 20 0
3 157 0 68 0 0 0 0 0 124 0
4 447 7 1.6 0 0 0 0 73 0 31 0
5 187 23 12 29 0 0 0 0 0 451 0
6 31 0 92 0 0 0 19 0 117 0
7 0 0 20 0 8 0 30 0 164 0
8 124 8 6.5 11 0 0 0 3 0 465 0

รวม 1634 45 2.8 229 0 29 0 125 0 1430 0
ตรวจยืนยัน สสช. 45 45 100 0 0 0 0 0 0 0 0



Detection method of Thailand



การเก็บตัวอย,างส,งตรวจทางห2องปฏิบัติการ

ตัวอย,างส,งตรวจทางห2องปฏิบัติการ

ส,งทันที

ตรวจวินิจฉัยโรค ASF ด2วย qPCR

! ชม.

ตรวจและรายงานผล

ทนัที

สคบ.

สสช.

ปศจ.

ปศอ.



การเก็บตัวอย,างส,งตรวจทางห2องปฏิบัติการ

กรณีให2ผลบวก

72ชม.

รายงานผล

ส,งตรวจยืนยันท่ีสสช.

12ชม.

ศูนยFปฏิบัติการ

เผชิญเหตุโรค

ASF





Screening method



Confirmatory method



African swine fever-SY18

Chiang Rai



Chiang Rai

p72



9GL







Freitas; Tavares 2016

The ASFV genome is made up of 
double-stranded DNA of
between 170 and 190 kb and contains 
at least 150 genes (Dixon et al., 2000)

B646L gene



Sample

ASFV-SY18

B646L gene



p72U and p72D



ECO1A and ECO1B



PPA89 and PPA722





p72

EP402R



Sample

Group 2China

















Comparison of extraction method



DNeasy mericon Food Kit  

QIAamp DNA Mini Kit High Pure PCR Template 

GF-1 Tissue DNA Extraction Kit MagMAX™ Pathogen 
RNA/DNA Kit





h=high pure 

m=mericon

Different sample 

Sample No. 2,4,5



Laboratory network and proficiency testing



เครือข'ายทางห-องปฏิบัติการ

สถาบนัสขุภาพสตัว์
แหง่ชาต ิ

ศนูย์วจิยัและ
พฒันาการสตัวแพทย์

จุฬาฯ ม.เกษตร

ม.มหดิล ม.เชียงใหม่

ม.ขอนแก่น ม.มหาสารคาม

ม.สงขลานครินทร์

ห้องปฏิบตักิาร
เอกชน

ดา่นกกักนัสตัว์

องค์การสวนสตัว์





DNA extraction



Portable qPCR and direct qPCR for ASF



Portable qPCR



Portable qPCR



Modified from  Coyote bioscience

Conventional method
Direct method



Spiked Positive Control



Direct qPCR ASF Kit

Blood 1:1
Blood 1:10

Neg Blood
Serum 1:1

Serum 1:10

10% Pork product
suspension

Neg Serum





Serum 1:1

Blood 1:10

Serum 1:10

Blood 1:110% Pork product suspension



10% Pork product suspension

Serum 1:1Blood 1:1

Serum 1:10

Blood 1:10



NTC Neg Blood Neg Serum



NTC

Neg Blood

Neg Serum



Before and After



No.5 ,Ct=10.38

No.2,Ct=14.21

No.4,Ct=18.96

10 % Pork product suspension (Direct)

NTC
Neg control

African swine fever-SY18



Dilution Cq
-3 19.29
-4 22.74
-5 25.75
-6 29.48
-7 32.48
-8 35.19
-9 38.51

Spiked blood dilution

Plasmid DNA p72 SY-18



Samples Cq
-3 15.41
-4 19.19
-5 22.18
-6 25.66
-7 29.28
-8 32.31
-9 36.84

Spiked 10% organ suspension dilution

Plasmid DNA p72 SY-18



Portable qPCR for Early Detection of ASF Virus

Modified from Ken inui and David  williams




