
การทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเช้ือโรค 

ดวยวิธี broth microdilution 

นายพิเชษฐ กุมภาว  นางสาวสุภาพร วงศศรีไชย  นางสาวจรูญลักษณ มาเอียด  นางกลอยใจ  พลเสนา 

นางสาวศรัญญา โกตะคาร  นางสาวกิติลักษฌ ไมเลี้ยง  นายธารินทร  ศรีวิโรจน   

บทคัดยอ 

สํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตว มีภารกิจเปนหองปฏิบัติการอางอิงดานเชื้อดื้อยาในสินคาปศุสัตว 

ตามโครงการควบคุม ปองกัน และแกไขเชื้อดื้อยาในสัตว โดยทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุดของยาแตละชนิดท่ี

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพดวยวิธี broth microdilution ใชชุดทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพแบบ

ก่ึงอัตโนมัติรวมกับเพลท Sensititre EU Surveilance EUVSEC3 plate (Salmonella/E.coli MIC panel) 

เพ่ือเปนการประเมิน Performance ของวิธีทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพทําใหเกิดความเชื่อม่ัน ความถูกตอง 

ความเท่ียงตรงของผลทดสอบ จึงตองดําเนินการทวนสอบความใชไดของวิธีทดสอบ (method verification) 

โดยปฏิบัติตามขอกําหนดของ CLSI : M52 (2015) ในการทดสอบครั้งนี้ใชเชื้อในกลุม Non-fastidious Gram 

negative ไดแก Escherichia coli และ Salmonella spp. จํานวน 35 Isolates ทําการทดสอบเพ่ือตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี (Accuracy) โดยประเมิน Category agreement (CA) และ Essential agreement (EA) 

ดวยวิธีทดสอบของหองปฏิบัติการของสํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตวกับวิธีทดสอบของหองปฏิบัติการ

อางอิง จากการทดสอบพบวา รอยละของคา CA และ EA ของยาแตละชนิดอยูในชวง 94.3  - 100 และ 97.1 – 

100 ตามลําดับ ซ่ึงผานตามเกณฑการยอมรับ (ไม เ กินรอยละ 90) และการทดสอบหาคา Precision 

(reproducibility) พบวา Precision ของหองปฏิบัติการของสํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตวอยูท่ีรอยละ 

100  ผานตามเกณฑการยอมรับ (ไมเกินรอยละ 95) การทดสอบครั้งนี้มีการควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยใช

เชื้อ QC Strain พบวาผลผานตามเกณฑการยอมรับเชนกัน ดังนั้นจากผลทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบ

ความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรคเปาหมายในกลุม Non-fastidious Gram negative ไดแก Escherichia 

coli และ Salmonella spp. โดยใชชุดทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพแบบก่ึงอัตโนมัติรวมกับเพลท Sensititre 

EU Surveilance EUVSEC3 plate (Salmonella/E.coli MIC panel) หองปฏิบัติการของสํานักตรวจสอบ

คุณภาพสินคาปศุสัตว สามารถนําวิธีการทดสอบมาใชเพ่ือทดสอบหาความไวตอยาตานจุลชีพของ    เชื้อโรค

เปาหมายในกลุม Non-fastidious Gram negative ได 
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Abstract 

 Bureau of Quality Control of Livestock Products (BQCLP) has a mission to be a reference 

laboratory for antimicrobial resistance in livestock products. According to the project to 
Surveillance of Antimicrobial resistance in animals. Using a semi-automated antimicrobial 
susceptibility test kit with the Sensititre EU Surveilance EUVSEC3 plate (Salmonella/E.coli MIC 
panel). Evaluation of the performance of antimicrobial susceptibility testing to ensure the 
confidence, accuracy and precision of the results. This test uses 35 isolations of non-fastidious 
gram negative Escherichai coli and Salmonella spp. for method accuracy by evaluating Category 

agreement (CA)  and Essential agreement (EA)  are ≤ 90% when compared to the Reference 
laboratory, which showed in the range of 94.3-100   and 97.1-100 respectively. The Precision 

(reproducibility) of the BQCLP laboratory were 100%, which passed of acceptable limit (≤95%). 
CLSI: M52 (2015)  requires quality control testing by QC Strain, QC of BQCLP laboratory were 
100% in range. From the verification results can be used to test for the antimicrobial 
susceptibility of target organism in non-fastidious gram negative group. 
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รายงานความกาวหนาการพัฒนาวิธีและทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห  

รอบ 12 เดือน (ตุลาคม 2566 – กันยายน 2567) 

1. ช่ือโครงการ  

(ภาษาไทย)       การทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรค ดวย

วิธี broth microdilution 

(ภาษาอังกฤษ)   Verification of antimicrobial susceptibility testing for pathogens by broth 

microdilution method. 

ผูรับผิดชอบโครงการ 
1. นายพิเชษฐ  กุมภาว  ตําแหนง นายสัตวแพทยชํานาญการพิเศษ 

2. นางสาวสุภาพร  วงศศรีไชย ตําแหนง นายสัตวแพทยชํานาญการพิเศษ 

3. นางสาวจรูญลักษณ มาเอียด  ตําแหนง นักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ 

4. นางกลอยใจ  พลเสนา  ตําแหนง นักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ 

5. นางสาวศรัญญา โกตะคาร ตําแหนง นักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ 

6. นางสาวกิติลักษฌ ไมเลี้ยง  ตําแหนง นักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ 

7. นายธารินทร  ศรีวิโรจน ตําแหนง นักวิทยาศาสตรการแพทยปฏิบัติการ 

หลักการ และความสําคัญ 
 ยาตานจุลชีพ (Antimicrobial medicines) ท่ีมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรีย มีความสําคัญอยางยิ่งตอ
สุขภาพคนและสัตว เนื่องจากใชเพ่ือปองกันและรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียท้ังในคนและสัตวจึงมี
ความสําคัญดานการแพทย การสาธารณสุข และความปลอดภัยอาหารในระดับนานาชาติ ในหวงโซการผลิต
อาหาร และเศรษฐกิจในภาพรวมของประเทศ การใชยาตานจุลชีพท้ังในมนุษย สัตว และภาคเกษตรกรรมลวนมี
สวนทําใหจํานวนเชื้อแบคทีเรียด้ือยาตานจุลชีพมีมากข้ึน การดื้อยาตานจุลชีพ (Antimicrobial resistance) 
ของเชื้อแบคทีเรียท่ีมีแนวโนมเพ่ิมสูงข้ึนอยางตอเนื่อง ทําใหยาตานจุลชีพท่ีในอดีตเคยใชไดผลกลับใชไมไดผลใน
ปจจุบัน ขณะเดียวกันอุตสาหกรรมยาท่ัวโลก ไมมีการวิจัยและพัฒนาหรือคนคิดยาตานจุลชีพชนิดใหม เพ่ือตอสู
กับเชื้อแบคทีเรียดื้อยา สถานการณเชนนี้ทําใหทุกประเทศท่ัวโลกกําลังเขาสูยุคหลังยาปฏิชีวนะ (post-
antibioticera) ท่ีการเจ็บปวยจากการติดเชื้อแบคทีเรียเพียงเล็กนอยอาจเปนอันตรายถึงชีวิต ภายใตปญหาการ
ดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อแบคทีเรียไดทวีความรุนแรงข้ึน และมีแนวโนมเพ่ิมสูงข้ึนอยางตอเนื่อง  

กรมปศุสัตวไดเล็งเห็นถึงประเด็นปญหาการด้ือยานี้ จึงไดเตรียมความพรอมใหเจาหนาท่ีไดมีความรูท้ัง
ดานทฤษฎี และดานการปฏิบัติ ในการเฝาระวังการดื้อยาตานจุลชีพ ในสวนของเชื้อดื้อยาท่ีเก่ียวของกับสัตว 
โดยเฉพาะอยางยิ่งสัตวท่ีใชเปนอาหาร ซ่ึงเปนการบูรณาการการทํางานในทุกภาคสวนของกรมปศุสัตว โดยการ
จัดทําระบบเฝาระวังเชื้อดื้อยาในสัตวทางหองปฏิบัติการระดับชาติ วางมาตรการลดหรือชะลอการด้ือยาตางๆ 
เชน การเฝาระวังการใชยาตานจุลชีพใหมีการใชอยางเหมาะสม ใหความรู และสรางความตระหนักแก
ผูประกอบการภาคปศุสัตวเรื่องเชื้อดื้อยา วางมาตรการใหลดการใชยาตานจุลชีพท่ีไมจําเปน รวมถึงความ
สอดคลองกับแผนดําเนินการระดับโลกเรื่องการด้ือยาตานจุลชีพ (Global Action Plan on Antimicrobial 
Resistance) ท่ีประกอบดวยความรวมมือของหลายภาคสวนท่ีเก่ียวของท้ังในและตางประเทศ 

ดังท่ีกลาวขางตน สํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตว จึงมีภารกิจเปนหองปฏิบัติการอางอิงดานเชื้อ
ดื้อยาในสินคาปศุสัตว (The National reference laboratory for food safety) ดําเนินการทดสอบความไวตอ
ยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีคัดแยกจากตัวอยางสินคาปศุสัตวและสิ่งแวดลอม ตามโครงการควบคุม ปองกัน และแกไข



เชื้อดื้อยาในสัตว นับตั้งแต ปงบประมาณ ๒๕๖๔ เปนตนมา โดยเปนการทดสอบเพ่ือหาความเขมขนต่ําสุดของยา
แตละชนิดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพดวยวิธี broth microdilution โดยอาศัยหลักการของเครื่อง 
Sensititre system ซ่ึงเปนชุดทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพแบบก่ึงอัตโนมัติ เพลทท่ีใชมีลักษณะเปน 
microtitre plate โดยในแตละ well จะมียาตานจุลชีพชนิดตางๆ ในความเขมขนท่ีเพ่ิมสูงข้ึนอยางตอเนื่องแบบ 
Two-fold dilution อานผลดวยการวัดความขุน (visual read) โดยรายงานเปนคาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ (MIC: Minimum inhibitory concentration) 

2. วัตถุประสงค 
 เพ่ือทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรค ดวยวิธี microbroth 

dilution โดยใชวิธีการแบบก่ึงอัตโนมัติ 

3. ขอบขาย 

 ทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรคเปาหมายในกลุม Non-

fastidious Gram negative ไดแก Escherichia coli และ Salmonella spp. จํานวน 35 Isolates โดยใช 

MIC Sensititre Plate รวมกับ Sensititre® system 

4. ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

4.1 ไดผลการทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรคในกลุม 

Non-fastidious Gram negative ไดแก E. coli และ Salmonella spp. 

4.2 สามารถใชขอมูลเพ่ือประเมิน Performance ของวิธีทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ กอนนํามาใช

ในการตรวจวิเคราะหเชื้อเปาหมายในกลุม Non-fastidious Gram negative ไดแก E. coli และ Salmonella 

spp. 

4.3 สามารถใชผลการทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรค เพ่ือ

เปนแนวทางสําหรับการขอรับรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 

5. เครื่องมือและวัสดุวิทยาศาสตร 

5.1 System  (ท่ีใชเปรียบเทียบ) 

5.2 Incubator 35±1 °C      

5.3 SWIN  

5.4 Nephelometer    

5.5 Sensititre AIM    

5.6 EUVSEC3 (Salmonella/ E.coli MIC panel)  

5.7 Sterile distilled water   

5.8 Cation adjusted Mueller-Hinton broth with TES  

5.9 สารละลาย 0.5 McFarland Standard   

5.10 Dosing heads 

6. วิธีการดําเนินการ 

6.1 กําหนดรายการ Panel ของ Sensititre Plate ท่ีตองการทดสอบ เพ่ือกําหนดรายการ Antibiotics 

ท่ีตองทําการทดสอบ  



6.2 ดําเนินการทดสอบเพ่ือหาคา Accuracy โดยปฏิบัติตามขอกําหนดของ CLSI: M52 (2015) ดังนี้ 

6.2.1 เตรียม Culture ท่ีจะทําการทดสอบ โดยใชตัวอยาง Clinical isolates อยางนอย 30 

isolates/panel type โดย Culture ท่ีเลือกตองมีคุณสมบัติดังนี้  

1) เลือก isolates จากเชื้อท่ี culture จากสิ่งสงตรวจของผูปวยท่ีตัวอยางตางชนิด 

หรือจาก stock ท่ีตัวอยางตางชนิดกัน 

2) เลือก isolates เชื้อท่ีมี Resistant Phenotype 

3) เลือกเชื้อท่ีมีท้ังผลการทดสอบความไวของยาแตละชนิด Susceptible และ Non 

Susceptible  

4) ถาใชตัวอยาง QC strains ตองใชจํานวน < 50% ของ 30 isolates   

5) ตัวอยาง Clinical isolates ตองมีอายุการเก็บเชื้อภายใน 7 วันและไมแชแข็ง 

6) ถาใชตัวอยาง Frozen isolate ตองมีการ Subculture 2 ครั้งกอนทําการทดสอบ 

6.2.2 บันทึกรายการ Isolates ท่ีเลือกมาทําการทดสอบหาคา Accuracy ลงในตารางท่ี 1 (ผล

การทดลอง) 

6.2.3 Subculture stock isolates บน non selective media 2 ครั้ง กอนนํามาทดสอบ 

6.2.4 ใช Fresh isolate อายุ 18-24 ชั่วโมง  

6.2.5 ดําเนินการทดสอบหาคา MIC ดวยวิธี Sensititre โดยใช inoculum เดียวกันในการ

ทดสอบเปรียบเทียบท้ัง 2 วิธี  

6.2.6 Check purity ของทุกๆ Inoculum   

6.2.7 ทดสอบ QC strain ตามท่ีแนะนําโดย CLSI หรือบริษัทผูผลิต  

6.2.8 เก็บ isolate ท่ีทดสอบแลวจนกระท่ังตรวจสอบเรียบรอยแลว 

6.2.9 บันทึกผลการทดสอบคา S, I, R  ลงในตารางบันทึกผล (ตารางท่ี 1) เพ่ือหาคา Category 

agreement (CA) หรือการวัดความสอดคลอง กันของการแปลผล  susceptible (S), 

intermediate (I) และ resistant (R) ของการทดสอบ Sensititre กับการทดสอบดวยวิธีอ่ืน 

โดย 

 

 

 

 

เม่ือ  NCA = จํานวน isolate ท่ีมีการแปลผลตรงกัน  

N = จํานวน isolate ท้ังหมดท่ีทําการทดสอบ 

6.2.10 บันทึกผลการทดสอบคา MIC  ลงในตารางบันทึกผล (ตารางท่ี 2) เพ่ือหาคา Essential 

agreement (EA): การวัดความสอดคลองกันของคา MIC ท่ีแตกตางกันไมเกิน +1 dilution 

ของการทดสอบ Sensititre เทียบกับการทดสอบดวยวิธีอ่ืน (ใชสําหรับยาท่ีมีมากกวาหรือ

เทากับ 4 dilution range) โดย  

% Category agreement = NCA x 100 

             N 

 

 

 

 



 

 

 

 

เม่ือ NEA = จํานวน isolate ท่ีมีความสอดคลองกันของคา MIC ท่ีแตกตางกันไมเกิน +1 

Dilution  

      N = จํานวน isolate ท้ังหมดท่ีทําการทดสอบ 

6 . 2 . 1 1  บั น ทึ กค า  Category agreement (CA) แล ะ  Essential agreement (EA) ขอ ง 

Antibioticsแตละชนิด ลงในตารางท่ี 3 เพ่ือประเมินผลการทดสอบหาคา Accuracy  

6.3 ดําเนินการทดสอบเพ่ือหาคา Precision (reproducibility) โดยปฏิบัติตามขอกําหนดของ 

CLSI:M52 (2015) ดังนี้ 

6.3.1 เลือก Isolates จํานวน 5 Isolates  

6.3.2 ทําการทดสอบแบบ Reproducibility โดยนําแตละ Isolates มาทําการเตรียม 

Inoculum จํานวน 3 ซํ้า (Total 5  Isolates x 3 ซํ้า = 15 ซํ้า)  

6.3.3 ทําการทดสอบหาคา MIC ของทุก Inoculum ดวยวิธี Sensititre โดยผลทดสอบท่ีมี

ค า  MIC แตกตาง กันไม เ กิน +1 doubling dilution นับ เปนผล ท่ี เ ทียบเท า กัน 

(equivalent results) 

6.4 ทําการทดสอบ Quality Control ดวยเชื้อ QC strain ทุกครั้งท่ีทําการทดสอบ 

6.4.1 Gram Positive 

1) S.aureus ATCC 29213 

2) E.faecalis ATCC 29212 

6.4.2 Gram negative 

1) E.coli  ATCC 25922 

2) P.aeruginosa  ATCC 27853 

6.5 ประเมินผลและสรุปผลการทดสอบโดยใชเกณฑการยอมรับดังนี้ 

Criteria Acceptable Limit 

Category agreement (CA) > 90 % 

Essential agreement (EA) > 90 % 

Precision (reproducibility) > 95 % 

QC In-range 100 % 

 

  

% Essential agreement (EA)    = NEA x 100 

                                 N                                    



7. ผลการทดลอง 
7.1 ผลการทดสอบคา S, I, R  เพ่ือหาคา Category agreement (CA) หรือการวัดความสอดคลองกัน

ของการแปลผล  susceptible (S), intermediate (I) และ resistant (R) ของการทดสอบ Sensititre 

กับการทดสอบโดยหองปฏิบัติการอางอิง ปรากฏดังตารางท่ี 1 

7.2 ผลการทดสอบคา MIC เพ่ือหาคา Essential agreement (EA): การวัดความสอดคลองกันของคา 

MIC ท่ีแตกตางกันไมเกิน ± 1 dilution ของการทดสอบ Sensititre เทียบกับการทดสอบโดย

หองปฏิบัติการอางอิง (ใชสําหรับยาท่ีมีมากกวาหรือเทากับ 4 dilution range) ปรากฏดังตารางท่ี 2 

7.3 ผลการประเมินการทดสอบหาคา Accuracy โดยบันทึกคา Category agreement (CA) และ 

Essential agreement (EA) ของ Antibiotics ปรากฏดังตารางท่ี 3 

7.4 ผลทําการทดสอบ Quality Control ดวยเชื้อ QC strain ปรากฏดังตารางท่ี 4 

7.5 ผลดําเนินการทดสอบหาคา Precision (reproducibility) โดยปฏิบัติตามขอกําหนดของ CLSI: 

M52 (2015) ปรากฏดังตารางท่ี 5            

 



ตารางท่ี 1 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา S, I, R  เพ่ือคํานวณหาคา Category agreement (CA) 
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1 Salmo 01 S S R R S S S S S S S S I I I I S S S S S S S S R R S S S S

2 Salmo 02 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

3 Salmo 03 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

4 Salmo 04 S S R R S S R R R R R R S S I I S S S S S S R R R R S S S S

5 Salmo 05 S S S S S S S S S S S S I I I I S S S S R R R R R R S S R R

6 Salmo 06 S S S S S S S S S S I I S S R I R R S S S S R R S S S S S S

7 Salmo 07 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S R R S S S S

8 Salmo 08 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S R R R R S S R R

9 Salmo 09 S S R R S S S S S S S S R R I I R R S S R R R R R R S S S S

10 Salmo 10 S S S S S S S S S S S S I I I I S S S S S S R R R R S S S S

11 Salmo 11 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

12 Salmo 12 s S R R R R R R R R S S R R I I R R S S R R R R S S S S R R

13 Salmo 13 s S R R R R S S S S S S S S I I S S S S S S R R R R S S R R

14 Salmo 14 s S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

15 Salmo 15 s S R R S S S S S S S S R R I I R R S S R R R R R R S S S S

16 Salmo 16 s S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

17 Salmo 17 s S R R S S S S S S S S S S I I S S S S S S R R R R S S S S

Trimethoprim 
Nalidixic 

acid 

Sulfa     

methoxazole 

Tetra

cycline 
Tigecycline

Mero

penem 
ตัวอยางที่ เชื้อทดสอบ

Amikacin Ampicillin 
Azithro

mycin 
Cefotaxime Ceftazidime 

Chloram 

phenicol 

Cipro

floxacin 
Colistin 

Genta

micin 



   ตารางท่ี 1 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา S, I, R  เพ่ือคํานวณหาคา Category agreement (CA) (ตอ) 

 

หมายเหตุ : Lab A = Reference Laboratory, Lab B = หองปฏิบัติการสุขศาสตรและจุลชีววิทยา,          (เหลือง) = การแปลผลตางกัน,         (แดง) = การแปลผลตางกันแบบ Very 
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18 Salmo 18 s S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S R S S S S S S

19 Salmo 19 S S S S S S S S S S S S I I I I S S S S S S S S S S S S S S

20 EC 01 S S R R S S R R S S S R R R I I R R S S R R R R R R S S R R

21 EC 02 S S R R R R S S S S R R R R I I S S S S R R R R R R S S R R

22 EC 03 S S R R S S R R S I S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

23 EC 04 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

24 EC 05 S S R R R R R R S S R R S S I I S S S S S S R R R R S S R R

25 EC 06 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S R R S S S S S S

26 EC 07 S I R R S S R R R R R R R R I I S S S S R R R R R R S S R R

27 EC 08 S S R R S S R R R I S S R R I I S S S S R R S S S S S S S S

28 EC 09 S S R R S S R R R R R R R R R R R R S S R R R R R R S S R R

29 EC 10 S S S S S S S S S S I I S S I I S S S S S S R R S S S S S S

30 EC 11 S S S S S S S S S S S S S S I I S S S S S S S S S S S S S S

31 EC 12 S S R R R R R R R R S S R R I I S S R R R R R R R R S S R R

32 EC 13 S S R R S S S S S S I R R R R R R R S S R R R R R R S S S S

33 EC 14 S S R R S S S S S S S S S S I I S S S S S S R R S S S S S S

34 EC 15 S S R R R R R R S S R R S S I I S S S S S S R R R R S S R R

35 EC 16 S S R R S S R R R R R R R R I I S S S S R R R R R R S S R R

n= 35 NCA = 34 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 33 NCA = 33 NCA = 35 NCA = 34 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35 NCA = 35

100% CA 97.1 100 100 100 100100 100 97.1

Trimethoprim 
Nalidixic 

acid 

Sulfa     

methoxazole 

100

Tetra

cycline 
Tigecycline

10094.3 97.1 100 100

Mero

penem 
ตัวอยางที่ เชื้อทดสอบ

Amikacin Ampicillin 
Azithro

mycin 
Cefotaxime Ceftazidime 

Chloram 

phenicol 

Cipro

floxacin 
Colistin 

Genta

micin 



ตารางท่ี 2 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา MIC  เพ่ือคํานวณหาคา Essential agreement (EA)
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1 Salmo 01 <=4 <=4 >32 >32 <=2 8 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 0.5 0.5 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 8 8 128 64 >32 >32

2 Salmo 02 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 128 128 <=2 <=2

3 Salmo 03 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 0.03 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 256 256 <=2 <=2

4 Salmo 04 <=4 <=4 >32 >32 4 4 >4 >4 >8 >8 >64 >64 0.03 <=0.015 <=1 <=1 1 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32

5 Salmo 05 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 0.5 <=8 <=8 0.12 0.12 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32

6 Salmo 06 <=4 <=4 4 4 8 8 <=0.25 <=0.25 1 1 16 16 0.03 0.03 4 2 >16 >16 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 <=2 <=2

7 Salmo 07 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 64 64 >32 >32

8 Salmo 08 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32

9 Salmo 09 <=4 <=4 >32 >32 4 4 <=0.25 <=0.25 1 1 <=8 <=8 4 8 <=1 <=1 >16 >16 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32

10 Salmo 10 <=4 <=4 <=1 <=1 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 0.5 0.5 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 8 8 >512 >512 >32 >32

11 Salmo 11 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 32 32 <=2 <=2

12 Salmo 12 <=4 <=4 >32 >32 64 64 >4 >4 >8 >8 <=8 <=8 2 2 <=1 <=1 >16 >16 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 <=2 <=2

13 Salmo 13 <=4 <=4 >32 >32 >64 >64 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 0.03 0.03 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32

14 Salmo 14 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 32 32 <=2 <=2

15 Salmo 15 <=4 <=4 >32 >32 4 4 <=0.25 <=0.25 1 1 <=8 <=8 >8 8 <=1 <=1 >16 >16 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32

16 Salmo 16 <=4 <=4 2 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 32 32 <=2 <=2

17 Salmo 17 <=4 <=4 >32 >32 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 0.5 <=8 <=8 0.03 0.03 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32

18 Salmo 18 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 256 512 <=2 <=2

19 Salmo 19 <=4 <=4 <=1 <=1 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 0.5 0.5 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 16 16 128 128 <=2 <=2

20 EC 01 <=4 <=4 >32 >32 16 16 >4 >4 2 1 <=8 64 >8 >8 <=1 <=1 >16 >16 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32

21 EC 02 <=4 <=4 >32 >32 32 64 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 >64 >64 >8 >8 <=1 <=1 1 1 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32

22 EC 03 <=4 <=4 >32 >32 4 8 >4 >4 4 8 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 1 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 32 16 <=2 <=2

ตัวอยาง

ที่
เชื้อทดสอบ

Amikacin Ampicillin Azithromycin Cefotaxime Ceftazidime 
Tetra

cycline 
Nalidixic acid 

Sulfa     

methoxazole 

Cipro

floxacin 
Meropenem Gentamicin Colistin 

Chloram 

phenicol 



ตารางท่ี 2 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา MIC  เพ่ือคํานวณหาคา Essential agreement (EA) (ตอ)

 

หมายเหตุ : Lab A = Reference Laboratory, Lab B = หองปฏิบัติการสุขศาสตรและจุลชีววิทยา,          (เหลือง) = คา MIC ท่ีแตกตางกันไมเกิน +1 dilution,         (แดง) = คา MIC 

ท่ีแตกตางกันเกิน +1 dilution 
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23 EC 04 <=4 <=4 2 2 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 1 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 <=8 16 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25

24 EC 05 <=4 <=4 >32 >32 >64 >64 >4 >4 1 1 64 >64 0.12 0.12 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32 <=0.25 <=0.25 >16 >16

25 EC 06 <=4 <=4 4 4 4 8 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 1 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 512 4 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25

26 EC 07 <=4 8 >32 >32 8 8 >4 >4 >8 >8 >64 >64 >8 >8 <=1 <=1 2 2 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 512 >32 >32 <=0.25 <=0.25 >16 >16

27 EC 08 <=4 <=4 >32 >32 16 16 >4 >4 >8 8 <=8 <=8 2 1 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 >64 >64 32 32 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25

28 EC 09 <=4 <=4 >32 >32 16 16 >4 >4 >8 >8 >64 >64 >8 >8 4 4 >16 >16 1 1 >64 >64 >512 >512 >32 >32 <=0.25 0.5 >16 >16

29 EC 10 <=4 <=4 4 4 4 8 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 16 16 0.03 0.03 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 0.5 0.5

30 EC 11 <=4 <=4 2 2 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 32 32 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25

31 EC 12 <=4 <=4 >32 >32 64 64 >4 >4 >8 >8 <=8 <=8 >8 >8 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 >16 >16 >64 >64 >512 >512 >32 >32 <=0.25 <=0.25 >16 >16

32 EC 13 <=4 <=4 >32 >32 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 16 32 8 8 4 4 >16 >16 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32 <=0.25 0.5 <=0.25 0.5

33 EC 14 <=4 <=4 >32 >32 4 4 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=0.25 <=8 <=8 <=0.015 <=0.015 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 <=2 <=2 <=0.25 <=0.25 <=0.25 0.5

34 EC 15 <=4 <=4 >32 >32 >64 >64 >4 >4 1 1 64 >64 0.25 0.25 <=1 <=1 <=0.5 <=0.5 <=0.03 <=0.03 <=4 <=4 >512 >512 >32 >32 <=0.25 <=0.25 >16 >16

35 EC 16 <=4 <=4 >32 >32 8 16 >4 >4 >8 >8 >64 >64 >8 >8 <=1 <=1 <=0.5 1 <=0.03 <=0.03 >64 >64 >512 >512 >32 >32 <=0.25 <=0.25 >16 >16

n= 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 34 NEA= 35 NEA = 35 NEA = 34 NEA = 35 NEA= 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 35 NEA = 35

100100 100 100 100 100100 97.1 100 100 100% EA 100 100 97.1 100

ตัวอยาง

ที่
เชื้อทดสอบ

Amikacin Ampicillin Azithromycin Cefotaxime Ceftazidime 
Tetra

cycline 
Trimethoprim Nalidixic acid Tigecycline

Sulfa     

methoxazole 

Cipro

floxacin 
Meropenem Gentamicin Colistin 

Chloram 

phenicol 



   ตารางท่ี 3 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา Category agreement (CA) และ Essential agreement (EA) 

Panel : EUVSEC3 Panel 
Reference Laboratory และ หองปฏิบัติการสุขศาสตรและจุลชีววิทยา 

CA (%) Interpret EA (%) Interpret 

Amikacin 97.1 ผาน 100 ผาน 

Ampicillin 100 ผาน 100 ผาน 

Azithromycin 100 ผาน 97.1 ผาน 

Cefotaxime 100 ผาน 100 ผาน 

Ceftazidime 94.3 ผาน 100 ผาน 

Chloramphenicol 94.3 ผาน 97.1 ผาน 

Ciprofloxacin 100 ผาน 100 ผาน 

Colistin 97.1 ผาน 100 ผาน 

Gentamicin 100 ผาน 100 ผาน 

Meropenem 100 ผาน 100 ผาน 

Nalidixic acid 100 ผาน 100 ผาน 

Sulfamethoxazole 100 ผาน 100 ผาน 

Tetracycline 100 ผาน 100 ผาน 

Tigecycline 100 ผาน 100 ผาน 
 

ตารางท่ี 4 ตารางแสดงผลการทดสอบ Quality Control ดวยเช้ือ QC strain 

Panel : EUVSEC3 Panel 
คา MIC ของ QC strain 

E. coli   
ATCC 25922 

E. faecalis  
ATCC 29212 

S. aureus  
ATCC 29213 

P. aeruginosa   
ATCC 27853 

Amikacin <=4 64 <=4 <=4 
Ampicillin 8 <=1 <=1 >32 
Azithromycin 4 <=2 <=2 >64 
Cefotaxime <=0.25 1 1 >4 
Ceftazidime <=0.25 2 8 2 
Chloramphenicol <=8 <=8 <=8 >64 
Ciprofloxacin <=0.015 0.25 0.5 0.25 
Colistin <=1 >16 >16 <=1 
Gentamicin <=0.5 4 <=0.5 1 
Meropenem <=0.03 4 <=0.03 0.25 
Nalidixic acid <=4 >64 32 64 
Sulfamethoxazole 32 <=8 64 >512 
Tetracycline <=2 8 <=2 8 
Tigecycline <=0.25 <=0.25 <=0.25 4 

 

           



ตารางท่ี 5 ตารางบันทึกผลการทดสอบคา MIC  เพ่ือคํานวณหาคา % Precision 

 
 

MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R MIC S/I/R

No. 1 ≤4 S 2 S 4 S ≤0.25 S 0.5 S ≤8 S ≤0.015 S ≤1 I ≤0.5 S ≤0.03 S ≤4 S 32 S ≤2 S ≤0.25 S 0.5 S

No. 1 ≤4 S 2 S 8 S ≤0.25 S 0.5 S ≤8 S ≤0.015 S ≤1 I ≤0.5 S ≤0.03 S ≤4 S 32 S ≤2 S ≤0.25 S 0.5 S

No. 3 ≤4 S 4 S 8 S ≤0.25 S 0.5 S ≤8 S ≤0.015 S ≤1 I ≤0.5 S ≤0.03 S ≤4 S 64 S ≤2 S ≤0.25 S 0.5 S

% Precision

No. 7 ≤4 S >32 R 16 S >4 R >8 R >64 R >8 R 4 R >16 R 1 S >64 R >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

No. 1 ≤4 S >32 R 16 S >4 R >8 R >64 R >8 R 4 R >16 R 1 S >64 R >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

No. 6 ≤4 S >32 R 16 S >4 R >8 R >64 R >8 R 4 R >16 R 1 S >64 R >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

% Precision

No. 5 ≤4 S > 32 R 8 S >4 R 4 S >64 R 0.5 I ≤1 I >16 R ≤0.03 S > 64 R > 512 R >32 R 0.5 S 0.5 S

No. 2 ≤4 S > 33 R 16 S >4 R 8 I >64 R 0.5 I ≤1 I 16 R ≤0.03 S > 64 R > 512 R >32 R 0.5 S ≤0.25 S

No. 2 ≤4 S > 32 R 16 S >4 R 4 S >64 R 0.5 I ≤1 I 16 R ≤0.03 S > 64 R > 512 R >32 R 0.5 S ≤0.25 S

% Precision

No. 4 ≤4 S >32 R 16 S >4 R 8 I >64 R 0.5 I ≤1 I >16 R ≤0.03 S 8 S >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

No. 1 ≤4 S >32 R 8 S >4 R 8 I >64 R 0.5 I ≤1 I >16 R ≤0.03 S 8 S >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

No. 3 8 I >32 R 16 S >4 R 8 I >64 R 0.5 I ≤1 I >16 R ≤0.03 S 8 S >512 R >32 R ≤0.25 S >16 R

% Precision

No. 1 ≤4 S >32 R 16 S >4 R >8 R >64 R >8 R 2 I >16 R ≤0.03 S >64 R >512 R >32 R 0.5 S >16 R

No. 2 ≤4 S >32 R 16 S >4 R >8 R >64 R >8 R 2 I >16 R ≤0.03 S >64 R >512 R >32 R 0.5 S >16 R

No. 7 ≤4 S >32 R 8 S >4 R >8 R >64 R >8 R 2 I >16 R ≤0.03 S >64 R >512 R >32 R 0.5 S >16 R

% Precision

100100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100

5.

SA2

100 100 100 100 100 100100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100

4.

EC3

100 100 100

100

3. 

SA1

100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100

2.

EC2

100 100 100

100

1. 

EC1

100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tetracycline Tigecycline Trimethoprim Cefotaxime Ceftazidime 
Chloram 

phenicol 

Cipro

floxacin 
Colistin Gentamicin Meropenem 

Nalidixic 

acid 

Sulfa     

methoxazole Isolates
Analyst

(Triplicate)

Amikacin Ampicillin Azithromycin 



8. ประเมินและสรุปผลการทดลอง 

จากการประเมินหาคาความสอดคลองกันของการแปลผล (CA) และความสอดคลองกันของคา MIC ท่ี

แตกตางกันไมเกิน ±1 dilution (EA) ของหองปฏิบัติการงานสุขศาสตรและจุลชีววิทยากับ Reference 

laboratory  พบว า ผล ท่ี ได มี ค า อยู ใ น เกณฑ กา รยอมรั บ  (Acceptable Limit)  และค า  Precision 

(reproducibility) ของหองปฏิบัติการงานสุขศาสตรและจุลชีววิทยา พบวาผลท่ีไดมีคาอยูในเกณฑการยอมรับ 

(Acceptable Limit)  นอกจากนี้ในการทดสอบตองดําเนินการควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยใชเชื้อ QC 

strain พบวาผลผานตามเกณฑการยอมรับเชนกัน ดังตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 ตารางประเมินและสรุปผลการทดสอบ 

Criteria Acceptable Limit Results (%) ผลการประเมิน 

Category agreement (CA) > 90 % 94.3  - 100  ผาน 

Essential agreement (EA) > 90 % 97.1 – 100  ผาน 

Precision (reproducibility) > 95 % 100  ผาน 

QC  In-range 100 % 100  ผาน 

 

จากผลทวนสอบความใชไดของวิธีการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อโรคเปาหมายในกลุม 

Non-fastidious Gram negative ไดแก Escherichia coli และ Salmonella spp. โดยใช Sentititre EU 

Surveilance EUVSEC3 (Salmonella/ E.coli MIC panel) สามารถนํามาใชเพ่ือทดสอบหาความไวตอยา

ตานจุลชีพของเชื้อโรคเปาหมายในกลุม Non-fastidious Gram negative ได 
 

 10. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณผู อํานวยการสํานักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตว ท่ีพิจารณาใหดําเนินการ และ

ขอขอบคุณฝายแบคทีเรียท่ัวไป สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ท่ีใหความ

อนุเคราะหเปรียบเทียบผลทดสอบระหวางหองปฏิบัติการ เจาหนาท่ีหองปฏิบัติการงานสุขศาสตรและจุล

ชีววิทยา กลุมตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตวและผลผลิตจากสัตว ท่ีชวยเหลือในการปฏิบัติงานใหสําเร็จลุลวงไปได

ดวยดี 
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