
529

Lampiran Uji Keamanan Hayati

Jumlah wadah dalam lot Jumlah bagian contoh

Kurang dari 100 4 contoh atau 10% diambil 
yang lebih besar

Tidak kurang dari 100 dan 
tidak lebih dari 500 10 contoh

Lebih dari 500 20 contoh atau 2% diambil 
yang kecil

Sediaan uji
Dibuat menggunakan zat uji sejumlah seperti yang 
tertera pada tabel di bawah ini atau residu pada 
membran penyaring 0,45 μm yang diperoleh sebagai 
berikut: Untuk zat uji berupa larutan atau cairan 
lebih besar dari 10 ml atau antibiotik lebih dahulu 
menggunakan pelarut steril yang sesuai. Untuk larutan 
atau suspensi minyak, kocok lebih dahulu dengan 
pelarut yang sesuai, saring melalui membran penyaring.

Tabel jumlah zat uji yang diperlukan

Jumlah zat uji 
dalam wadah

Jumlah zat yang 
diperlukan untuk uji

kuman jamur dan ragi
Cairan

kurang dari 1 ml Semua isi Semua isi
tidak kurang dari 1 ml 
tidak kurang dari 4 ml Setengah isi Setengah isi

tidak kurang dari 4 ml 
tidak kurang dari 20 ml 2 ml 2 ml

lebih dari 20 ml 10% dari isi 10% dari isi
Padat

kurang dari 50 mg Semua isi Semua isi
tidak kurang dari 40 mg 
tidak lebih dari 200 mg Setengah isi Setengah isi

lebih dari 200 mg 100 mg 100 mg

Medium tioglikolat (TGC)
Gunakan medium tioglikolat yang tersedia secara 
komersial atau medium lain yang sesuai.

Medium soybean casein digest (SCD) dan 
sabouraud dextrose agar (SDA)
Gunakan medium SCD dan SDA yang tersedia secara 
komersial atau medium lain yang sesuai.

Kuman indikator
Untuk kuman aerob digunakan biakan bacillus subtilis 
atau clostridium sporogenes. Untuk jamur dan ragi 
digunakan biakan candida albicans.

Uji fertilitas medium
Siapkan 4 tabung medium tioglikolat; Pada 2 tabung 
inokulasikan 0,1 ml suspensi kuman B. subtillis (1000 
spora /ml). Pada 2 tabung yang lain inokulasikan 0,1 
ml suspensil biakan bacteroides vulgatus (1000 kuman/
ml), Inkubasi pada suhu 30°—32°C selama tidak 
kurang dari 7 hari. Siapkan 2 tabung medium SCD, 

inokulasikan 0,1 ml suspensi biakan candida albicans 
(1000 sel/ml), Inkubasi pada suhu 22°—25°C selama 
tidak kurang dari 7 hari. Medium dikatakan memenuhi 
syarat uji fertilitas, jika mikroba dapat tumbuh.

Uji efektivitas medium
Lakukan seperti cara yang tertera pada uji fertilitas 
medium menggunakan medium yang telah 
ditambahkan dalam sediaan uji. Medium dikatakan 
memenuhi syarat uji efektivitas medium jika 
pertumbuhan mikroba sama seperti pertumbuhan 
pada uji fertilitas.

Prosedur
Siapkan 2 tabung medium tioglikolat, pada masing-
masing tabung tambah sediaan uji dengan volume 
seperti pada tabel di atas. Inkubasi pada suhu 30°—
32°C selama tidak kurang dari 7 hari. Siapkan 2 tabung 
medium SCD dan SDA, pada masing-masing tabung 
tambah sediaan uji dengan volume seperti pada tabel 
di atas. Inkubasi pada suhu 22°—25°C selama 4 hari 
untuk SDA dan tidak kurang dari 7 hari untuk SCD.

Penafsiran hasil
Zat uji dinyatakan memenuhi syarat sterilitas, jika pada 
masing-masing tabung tidak terdapat pertumbuhan 
mikroba. Jika terjadi keraguan, tabung yang diragukan 
dibiakkan kembali menggunakan medium baru 
dan inkubasi selama waktu yang sama. Jika terjadi 
pertumbuhan yang sama seperti pada pengujian 
pertama, maka zat uji dinyatakan tidak memenuhi 
syarat.

Uji Pirogenitas
Pengujian dilakukan dengan mengukur peningkatan 
suhu badan kelinci yang disebabkan penyuntikan 
intravena sediaan uji.

Hewan percobaan
Hewan percobaan digunakan kelinci yang selama 
seminggu sebelum pengujian tidak menunjukkan 
penurunan berat badan.
Kelinci tidak dapat digunakan uji pirogenitas jika:
•	 Tiga hari sebelumnya telah digunakan untuk 

pengujian pirogenitas dan memberikan hasil 
negatif.

•	 Tiga minggu sebelumnya telah digunakan untuk 
pengujian pirogenitas, sediaan uji tidak memenuhi 
syarat.

•	 Telah digunakan kapan saja untuk pengujian 
pirogenitas dan respon rata rata kelompok kelinci 
melebihi 1,2ºC

Peralatan
Termometer. Digunakan termometer atau termometer 
listrik dengan ketelitian skala 0,1°C dan dapat 
dimasukkan ke dalam rektum kelinci sedalam 5 cm.
Injektor. Bahan dari gelas atau bahan lain yang sesuai 
yang tahan pemanasan pada suhu 250°C
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Sediaan uji
Larutkan dan encerkan zat uji dengan larutan natrium 
klorida steril bebas pirogen atau jika zat uji berupa 
larutan yang sesuai dapat langsung digunakan.

Prosedur
•	 Satu jam sebelum pengujian, masukkan kelinci ke 

dalam kotak kelinci sampai kelinci tertahan dengan 
letak leher yang longar, badannya bebas sampai 
kelinci dapat duduk dengan bebas.

•	 Uji pendahuluan 1—3 hari sebelum pengujian, injek 
intravena 10 ml/kg berat badan dengan larutan 
natrium klorida steril bebas pirogen.

•	 Perbedaan suhu ruangan terhadap suhu 
pemeliharaan tidak boleh lebih dari 3°C.

•	 Selama semalam sampai pengujian selesai, kelinci 
tidak boleh diberikan makan dan minum. Catat 
suhu badan kelinci dengan interval tidak lebih dari 
30 menit dimulai 90 menit sebelum injeksi sampai 
3 jam sesudah injeksi.

•	 Kelinci yang menunjukkan suhu lebih besar dari 
0,6°C tidak dapat digunakan untuk pengujian.

•	 Lakukan pengujian menggunakan hewan 
percobaan terdiri dari 3 ekor kelinci. Hangatkan 
sediaan uji sampai suhu lebih kurang 38,5°C. Pada 
masing-masing kelinci, injek perlahan lahan ke 
dalam vena auricularis.

•	 Kecuali dinyatakan lain, waktu injeksi tidak lebih 
dari 4 menit dan volume sediaan uji tidak kurang 
dari 0,5 ml dan tidak lebih dari 10 ml/kg berat 
badan.

•	 Jika pengujian gagal, ulangi pengujian sampai 4 
kali, tiap kali menggunakan hewan percobaan yang 
terdiri dari 3 ekor kelinci.

Penafsiran hasil
•	 Suhu awal pada masing-masing kelinci adalah suhu 

rata rata dengan interval 30 menit dan dilakukan 40 
menit sebelum injeksi sediaan uji.

•	 Suhu maksimum adalah suhu tertinggi yang dicatat 
selama 3 jam setelah injeksi sediaan uji. Catat suhu 
badan kelinci dengan interval tidak lebih dari 30 
menit dimulai 90 menit sebelum injeksi sampai 3 
jam setelah injeksi sediaan uji.

•	 Selisih antara suhu awal dan suhu maksimum tiap 
kelinci dinyatakan sebagai suhu respon.

•	 Jika suhu respon negatif, dianggap nol.
•	 Kelinci dinyatakan memenuhi syarat jika perbedaan 

suhu awal antara kelinci yang satu dengan yang lain 
tidak lebih dari 1°C

•	 Kelinci dinyatakan tidak memenuhi syarat jika, 
perbedaan suhu awal antar kelinci lebih besar dari 
0,2°C dan atau suhu awal lebih kecil dari 38,0°C dan 
tidak lebih besar dari 39,8°C.

•	 Sediaan uji dinyatakan memenuhi syarat jika jumlah 
respon tidak melebihi kolom 2 dan dinyatakan tidak 
memenuhi syarat, jika jumlah respon melebihi 
kolom 3 untuk tiap kelompok.

•	 Jika jumlah respon terletak antara kolom 2 dan 
kolom 3, ulangi pengujian.

•	 Jika jumlah respon pengujian keempat melebihi 
6,60°C sediaan uji dinyatakan tidak memenuhi 
syarat.

Kelinci

Sediaaan uji 
memenuhi syarat jika 
jumlah respon tidak 

melebihi

Sediaan uji tidak 
memenuhi syarat 

jika jumlah respon 
melebihi

3 1,20°C 2,70°C
6 2,80°C 4,30°C
9 4,50°C 6,0°C

12 6,60°C 6,60°C

Uji Toksisitas Abnormal
Sediaan uji
Larutkan dan encerkan zat uji seperti yang tertera pada 
monografi dengan air atau larutan natrium klorida atau 
jika zat uji berupa larutan yang sesuai dapat langsung 
digunakan.

Prosedur
Pada 5 ekor mencit, injek secara intravena masing-
masing 0,5 ml sediaan uji. Kecuali dinyatakan lain, 
lamanya injeksi tidak kurang dari 15 detik dan tidak 
lebih dari 30 detik.
Sediaan uji dinyatakan memenuhi syarat, kecuali 
dinyatakan lain, jika tidak ada seekor mencit yang mati 
dalam waktu 24 jam. Jika ada seekor mencit mati dalam 
waktu 24 jam, ulangi pengujian.

Uji Batas Mikroba
Uji batas mikroba dilakukan untuk menetapkan 
banyaknya mikroba aerob hidup yang terdapat dalam 
zat atau untuk menyatakan zat bebas cemaran mikroba 
tertentu.
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Tabel 5. Medium yang dipergunakan dalam uji batas mikroba

Medium No. pH Komposisi Jumlah (g/l)

A. 7,3 ± 0,1

Kasein digest (tripsin) 15,0 g
Soybean digest (papain) 5,0 g
Natrium klorida 5,0 g
Agar 15,0 g

B. 7,3 ± 0,1

Kasein digest (tripsin) 17,0 g
Soybean digest (papain) 3,0 g
Natrium klorida 5,0 g
Kalium fosfat 2,5 g
Glukosa 2,5 g

C. 7,2 ± 0,1

Kasein digest (tripsin) 10,0 g
Sari ragi 5,0 g
Manito 10,0 g
Kalium fosfat 5,0 g
Litium klorida 5,0 g
Asam aminoasetat 10,0 g
Merah fenol 25,0 mg
Agar 15,0 g

D. 7,2 ± 0,1

Gelatin digest (tripsin) 20,0 g
Magnesium klorida 1,4 g
Kalium sulfat 10,0 g
Setrimid 0,3 g
Gliserol 10,0 g
Agar 13,6 g

E. 6,9 ± 0,1
Sari daging 3,0 g
Gelatin digest (tripsin) 5,0 g
Laktos 5,0 g

F. 7,0 ± 0,1

Kasein digest (tripsin) 5,0 g
Laktos 4,0 g
Natrium fosfat 10,0 g
Asam natrium selenit 4,0 g
Sistina 1,0 g

G.

Kasein digest (tripsin) 2,5 g
Pepsina 2,5 g
Garam empedu 1,0 g
Kalsium karbonat 10,0 g
Natrium tiosulfat 30,0 g
Kalium iodida* 5 g
Iodium* 6 g
Hijau berlian (0,1% b/v)* 10,0 ml

H. 6,9 ± 0,1

Sari ragi 3,0 g
Pepsina 5,0 g
Kasein digest (tripsin) 5,0 g
Laktos 10,0 g
Natrium klorida 5,0 g
Glukosa 10,0 g
Merah fenol 80,0 mg
Hijau berlian 12,5 mg
Agar 15,0 g
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Tabel 5. Medium yang dipergunakan dalam uji batas mikroba (lanjutan)

Medium No. pH Komposisi JumLah (g/l)

I. 7,4 ± 0,1

Xilosa 3,5 g
Lisina 5,0 g
Laktos 7,5 g
Glukosa 7,5 g
Natrium klorida 5,0 g
Sari ragi 3,0 g
Merah fenol 80,0 mg
Natrium desoksikolat 2,5 g
Natrium tiosulfit 6,8 g
Besi (II) amonium sitrat 800,0 mg
Agar 13,5 g

K. 7,6 ± 0,1

Sari daging 5,0 g
Kasein digest (tripsin) 5,0 g
Pepsin 5,0 g
Glukosa 5,0 g
Natrium fosfat 4,0 g
Besi (II) sulfat 300,0 mg
Indikator bismut sulfit 8,0 mg
Hijau berlian 25,0 mg
Agar 15,0 g

L. 7,3 ± 0,1

Kasein digest (tripsin) 10,0 g
Pepsin 10,0 g
Laktos 10,0 g
Glukosa 11,0 g
Besi (II) sulfat 200 mg
Natrium klorida 5,0 g
Natrium tiosulfat 200,0 mg
Merah fenol 25,0 mg
Agar 13,0 g

M. 7,1 ± 0,1

Gelatin digest (tripsin) 17,0 g
Kasein digest (tripsin) 1,5 g
Pepsin 1,5 g
Laktos 10,0 g
Garam empedu 1,5 g
Natrium klorida 5,0 g
Merah netral 30,0 mg
Kristal violet 1,0 mg
Agar 13,5 g

N.

Pepton 10,0 g
Kalium fosfat 2,0 g
Laktos (20 % b/v) 10,0 g
Eosin (2 % b/v) 400,0 mg
Biru metilen (0,333 % b/v) 67,0 mg
Agar 15,0 g

*) Ditambahkan saat medium akan digunakan
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Dapar fosfat (pH 7,2)
Larutkan 34 g kalium dihidrogen fosfat dalam 500 ml 
air di dalam labu 1000 ml; tambah 175 ml natrium 
hidroksida I M sampai pH 7,2 ± 0,1. Tambah air sampai 
batas volume 1000 ml, simpan dalam lemari pendingin 
pada suhu 2°—8°C. Sebelum digunakan, encerkan 1 
volume larutan dengan 800 volume air, sterilkan pada 
suhu 121°C, selama 15 menit.

Sediaan uji
•	 Dari setiap sediaan uji, pada masing-masing 1 ml 

atau 1 g dari tidak kurang dari 10 kemasan sediaan 
atau tidak lebih dari 10 wadah bahan standar, 
sampai sediaan uji adalah 10 ml atau 10 g.

•	 Pengerjaan selanjutnya terhadap contoh harus 
disesuaikan dengan sifat-sifat fisika sediaan uji, 
dan tidak merubah jumlah dan jenis mikroba, 
sampai diperoleh larutan atau suspensi dalam 
bentuk yang sesuai untuk penetapan. Jika sediaan 
uji berupa larutan atau suspensi dalam air atau 
dalam campuran air dengan etanol dengan kadar 
etanol kurang darl 30%, dan jika berupa zat padat 
yang mudah larut atau larut sempurna dalam 90 
ml dapar fosfat pH 7,2 atau dalam medium yang 
tertera, lakukan pengujian selanjutnya seperti yang 
tertera perhitungan banyaknya mikroba aerob 
dan pengujian bebas mikroba yang tertera pada 
prosedur pengujian.

•	 Jika sediaan uji adalah zat padat yang tidak larut 
sempurna, gerus sampai halus dan suspensikan 
dalam zat pensuspensi yang tertera, dan lakukan 
pengujian selanjutnya seperti yang tertera 
perhitungan banyaknya mikroba aerob dan 
pengujian bebas mikroba yang tertera pada 
prosedur pengujian.

•	 Jika sediaan atau zat uji tidak dapat bercampurr 
dengan air (msalnya cairan salep, krim. malam), 
buat suspensi dengan pertolongan sedikit zat 
pensuspensi steril yang sesuai (misalnya polisorbat), 
aduk secara mekanik, jika perlu hangattkan sampai 
suhu tidak lebih darl 40°C, dan lakukan pengujian 
selanjutnya seperti yang tertera perhitungan 
banyaknya mikroba aerob dan pengujian bebas 
mikroba yang tertera pada prosedur pengujian.

•	 Jika sediaan uji mengandung zat antimikroba yang 
dapat larut, buat larutan dalam pelarut steril yang 
sesuai, saring secara aseptik rnelalui rnembran 
steril penyaring bakteri, gunakan membran untuk 
pengujian selanjutnya

•	 Jika zat uji adalah gelatin berbentuk butiran, tambah 
1 g ke dalam 99 ml air untuk injeksi bersuhu antara 
8°—10°C dalam wadah sesuai, kocok, sampai 
gelatin merata, biarkan selama 1 jam pada suhu 
antara 8°—10°C. Panaskan dalam penangas air 
pada suhu 45°C ± 1° selama 30 menit atau lebih 
sampai gelatin larut sempurna. Kocok dengan kuat 
selama melarutkan agar gelatin larut sempurna 
dan mikroba terbagi rata, dan lakukan selanjutnya 
seperti yang tertera perhitungan banyaknya 
mikroba aerob dan pengujian bebas mikroba yang 

tertera pada prosedur pengujian.
•	 Jika zat uji adalah gelatin berbentuk lembaran, 

potong dengan gunting steril sampai diperoleh 
potongan berdiameter tidak lebih dari 2,5 
cm. Lanjutkan pengujian seperti yang tertera 
pada gelatin berbentuk butiran, mulai dengan 
“tambahkan dengan menggunakan 10 g zat dan 990 
ml air untuk injeksi dan biarkan campuran selarna 
4 jam”.

Prosedur pengujian
Perhitungan banyaknya mikroba aerob
Timbang 10 g zat uji atau 10 ml cairan uji, masukkan 
ke dalam labu 100 ml, tambah dapar fosfat pH 7,2 
sampai batas volume 100 ml, aduk. Jika campuran yang 
diperoleh berupa larutan atau cairan bening, lanjutkan 
pengujian dengan prosedur tabung. Untuk gelatin, 
lakukan seperti nomor 2.

Cara lempeng
Jika perlu lanjutkan pengenceran sampai 1 ml 
diharapkan menghasilkan antara 30 dan 300 koloni.. 
Pipet 1 ml ke dalam masing-masing 2 cawan petri steril, 
segera tambah masing-masing 15—20 ml medium A, 
yang sebelumnya telah dicairkan dan dibiarkan sampai 
suhu 45°C. Tutup masing-masing cawan, campur 
dengan memiringkan atau memutar cawan, biarkan 
membeku pada suhu kamar. Balikkan cawan, inkubasi 
pada suhu antara 30°—35°C selama 48—72 jam. Jika 
terdapat pertumbuhan, hitung banyaknya koloni 
masing-masing cawan, dengan menggunakan alat yang 
sesuai dan tetapkan jumlah rata-rata mikroba/g/ ml 
sediaan uji.

Prosedur tabung
Masukkan 9,0 ml medium B ke dalam masing-masing 
14 tabung, ukuran 20 x 150 mm. Bagi tabung dalam 
4 kelompok, kelompok pertama dan kedua masing-
masing terdiri dari 4 tabung, kelompok ketiga dan 
keempat masing-masing terdiri dari 3 tabung. Pipet 1 
ml larutan atau zat uji ke dalam masing-masing tabung 
kelompok pertama, aduk, sisihkan 1 tabung sampai 
kelompok pertama tinggal 3 tabung. Pipet 1 ml, dari 
tabung yang disisihkan ke dalam masing-masing 
tabung kelompok kedua, aduk, buang tabung yang 
sudah disisihkan. Sisihkan 1 tabung sampai kelompok 
kedua tinggal 3 tabung. Pipet 1 ml dari tabung yang 
disisihkan ke dalam masing-masing tabung kelompok 
ketiga, aduk, buang tabung yang sudah disisihkan. 
Kelompok pertama mengandung 100 mg atau 0,1 
ml sediaan uji, kelompok kedua 10 mg atau 0,01 ml, 
kelompok ketiga 1 ml atau 0,001 ml dan kelompok 
keempat digunakan sebagai blanko. Inkubasi pada 
suhu antara 30°—50°C selama 24—48 jam. Amati 
adanya pertumbuhan pada masing-masing tabung 
tiap kelompok; pada tabung blanko tidak terdapat 
pertumbuhan. Dengan menggunakan tabel dibawah 
ini, dapat dihitung jumlah bilangan dugaan terdekat 
mikroba tiap g atau tiap ml sediaan uji.
Jika zat uji adalah gelatin, pipet 1 ml sediaan uji yang 
dikocok ke dalam masing-masing 2 cawan petri, ukuran 
15 mm x 100 mm, tambah segera 10 ml medium A 
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yang telah dicairkan dan dibiarkan sampai suhu 45°C. 
Sumbat cawan, campur dengan memiringkan atau 
memutar cawan. Bekukan secepat mungkin, balikan 
cawan dan inkubasi pada suhu antara 30°—35°C selama 
48 jam. Jika terdapat pertumbuhan, hitung jumlah 
koloni masing-masing cawan dengan menggunakan 
alat yang sesuai, dan tetapkan jumlah rata rata mikroba 
tiap zat uji.

Uji Bebas Mikroba
Staphyllococcus dan pseudomonas
Uji bebas staphyllococcus dan pseudomonas pada 
sediaan uji, tambah medium B sampai batas volume 
100 ml, aduk dan inkubasi pada suhu antara 30°— 
35°C selama 24—48 jam. Jika terdapat pertumbuhan, 
pindahkan dengan menggunakan ose dari biakan ke 
masing-masing medium C dan medium D. Tutup dan 
balikkan cawan, inkubasi pada suhu antara 30°—35°C 
selama 24—48 jam.
Sediaan uji dinyatakan bebas staphyllococcus dan 
pseudomonas, jika tiap cawan tidak mengandung 
koloni yang menunjukkan tanda seperti yang tertera 
pada tabel di bawah.
•	 Jika koloni menunjukan tanda seperti yang tertera 

pada tabel, lanjutkan pengujian dengan cara sebagai 
berikut:

•	 Uji koagulasi (untuk staphyllococcus aureus). 
Pindahkan koloni dari medium C ke dalam tabung 
yang mengandung 0,5 ml plasma hewan menyusui. 
Inkubasi tabung dalam penangas air pada suhu 
37°C selama 24 jam sambil amati setiap 3 jam, dan 
kemudian setiap jangka waktu yang sesuai. Sediaan 
uji dinyatakan bebas staphyllococcus aureus, jika 
tidak terjadi koagulasi.

•	 Uji oksidasi (untuk pseudomonas aeruginosa). 
Jika pada medium D diketemukan koloni bakteri 
berbentuk batang gram negatif, letakkan potongan 
kertas saring yang telah diimpregnasikan dengan 
dimetilfenilendiamina dihidroklorida diatas 
masing-masing koloni yang bersangkutan. Sediaan 
uji dinyatakan bebas pseudomonas aeruginosa, jika 
pada potongan kertas tidak terbentuk warna merah 
muda yang berubah menjadi violet.

Salmonella dan escherichia coli
Pada sediaan uji di dalam wadah yang sesuai, tambah 
medium E sampai batas volume 100 ml, inkubasi 
pada suhu antara 30°—35°C selama 24—48 jam. 
Jika terdapat pertumbuhan, aduk dengan hati hati. 

Pindahkan masing-masing 1 ml ke dalam dua wadah 
yang masing-masing mengandung 10 ml medium F 
dan 1 ml medium G, aduk dan inkubasi pada suhu 
30°—35°C selama 12—24 jam, simpan residu medium 
E yang telah diinkubasi. Lanjutkan pengujian sebagai 
berikut:
Uji bebas salmonella. Pindahkan dari masing-masing 
medium F dan medium G ke atas masing-masing 
permukaan medium H, medium I dan medium K di 
dalam masing-masing cawan petri. Tutup dan balikkan 
cawan, inkubasi pada suhu 30°—35°C selama 24—48 
jam.
Sediaan uji dinyatakan bebas salmonella, jika koloni 
yang terdapat di dalam masing-masing medium 
tidak menunjukkan tanda seperti yang tertera pada 
tabel di bawah. Jika terdapat koloni seperti yang 
tertera pada tabel, lanjutkan uji identifikasi dengan 
memindahkan tiap koloni tersebut pada masing-
masing agar miring medium L; pemindahan dilakukan 
dengan menggunakan ose, mula-mula dioleskan di atas 
permukaan agar, kemudian ose ditusukkan ke dalam 
agar. Inkubasi pada suhu 30°—35°C selama 24—48 
jam.
Sediaan uji dinyatakan bebas dari salmonella, jika tidak 
terjadi pembentukan asam (diketahui dengan adanya 
perubahan warna) dan atau pembentukkan gelembung 
gas (disertai atau tanpa perwarnaan gelap) di bawah 
permukaan, dan tidak terjadi perubahan warna dari 
merah ke kuning pada permukaan medium. Uji bebas 
escherichia coli. Pindahkan residu medium E yang 
diinkubasi ke atas permukaan medium M dalam cawan 
petri. Tutup dan balikkan cawan, inkubasi pada suhu 
30°—35°C selama 24—48 jam.
Sediaan uji dinyatakan bebas escherichia coli, jika tidak 
terdapat koloni yang menunjukkan tanda seperti yang 
tertera pada tabel dibawah. Jika terdapat koloni seperti 
yang tertera pada tabel, lanjutkan uji identifikasi dengan 
memindahkan tiap koloni tersebut ke atas permukaan 
medium N dalam cawan petri; pemindahan dilakukan 
menggunakan ose. Jika terdapat banyak koloni yang 
harus dipindahkan, bagi tiap permukaan cawan dalam 
4 bagian, dan tiap bagian dapat diinokulasi dengan 
bahan yang berasal dari koloni yang terpisah. Tutup dan 
balikkan cawan, inkubasi pada suhu 30°—35°C selama 
24—48 jam. Pengujian dinyatakan bebas escherichia 
coli, jika tidak terdapat koloni yang menunjukan kilap 
logam pada cahaya pantul dan warna hitam biru pada 
cahaya langsung. Jika pengujian menunjukkan hasil 
yang meragukan, ulangi pengujian menggunakan 25 g 
sediaan uji.
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Tabel 6. Jumlah bilangan dugaan mikroba.

Kombinasi tabung setiap kelompok yang menunjukan adanya pertumbuhan
Jumlah sediaan yang diperiksa dalam mg atau ml setiap 

tabung Jumlah bilangan dugan terdekat mikroba 
setiap g atau ml

100 mg (0,1 ml) 10 mg (0,01 ml) 1 mg (0,001 ml)
3 3 3 lebih dari 1100
3 3 2 1100
3 3 1 460
3 3 0 240

3 2 3 290
3 2 2 210
3 2 1 150
3 2 0 93

3 1 3 160
3 1 2 120
3 1 1 75
3 1 0 43

3 0 3 95
3 0 2 64
3 0 1 39
3 0 0 23

Tabel 7. Sifat morfologis mikroba.

Mikroba Medium Sifat morfologi koloni Pewarnaan Gram

Staphyllococcus aureus C Berwarna hitam, dikelilingi daerah 
berwarna kuning

Bentuk bulan dalam 
rangkaian tanda gram 
positif.

Pseudomonas aeruginosa D Umumnya berwarna agak kehijauan, 
berfluorosensi

Bentuk batang langsing yang 
gram negatif

Escherichia coli M Berwarna merah bata, mungkin dikelilingi 
endapan empedu

Bentuk batang agak 
membulat yang gram negatif

Salmonella

H

Kecil, transparan, tidak berwarna atau 
merah jambu sampai putih buram; sering 
dikelilingi daerah berwarna merah muda 
sampai merah 

I Berwarna merah. dengan atau tanpa pusat 
yang berwarna hitam

K Berwarna hitam atau Hijau
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425, 437, 439–440, 451–454, 
465–468

tiamin hidroklorida 392, 408–412, 416–419, 
421, 425, 431–433, 436–440, 
446–447, 450–454, 460, 462, 

464–467
Tiamulin 340, 342, 506–507

serbuk oral 341
Tiamulin hidrogen fumarat 339–342
Tiamulin hydrogen fumarate 339
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Tilosin 342–344, 346–350, 506–507
injeksi 346
serbuk oral 347
tablet 348

Tilosin fosfat 343–349
Tilosin tartrat 345, 348–349

serbuk oral 349
Tiopental 350–351

injeksi 351
Tiopental natrium 350–351
Tirosin 238, 368, 384–385, 387
Titrasi  520

bebas air 520
kompleksometri 492–494, 521
nitrimetri 522
potensiometri 508

Tobramisin 56
Toltrazuril 351–352
Toltrazurile 351
Trenbolon 352–353

implan 353
Trenbolon asetat 352–353
Trenbolone acetate 352
Treonin 189–190, 192, 382, 386
Trichlorphon 353
Triklorfon 353
Trimethoprim 354
Trimetoprim 308–311, 314–317, 321, 

324–325, 354–355
injeksi 308, 316
serbuk oral 309, 311
suspensi oral 310, 314, 324
tablet 311, 317

Triptofan 387–388
Tryptophan 387
Tylosin 342
Tylosin phosphate 344
Tylosin tartrate 345
Tyrosine 385

U
Uji batas 522–524, 526, 528
Uji keamanan hayati 528

batas mikroba 530
bebas mikroba 534
pirogenitas 529
sterilitas 528
toksisitas abnormal 530

V
Valin  369, 375, 389–390
Valine  389
Valnemulin 356–357
Valnemulin hidroklorida 356
Valnemulin hydrochloride 356
Virginiamisin 357, 506

Virginiamycin 357
Vitamin 

α-tocopherol 400
α-tokoferol 400–401, 412–413, 421–422, 

425–426, 428–429, 440, 
442–443, 454, 457, 473–474

larut air 
kapsul 408

larut air dan lemak 
larutan oral 411

larut air dan mineral 416
kapsul 416
larutan oral 418
tablet 419

larut air, lemak dan mineral 421
kapsul 425
larutan oral 421
serbuk oral 439
tablet 454

larut lemak 473
kapsul 473
tablet 474

Vitamin A 390–391, 411–412, 421–422, 
425–429, 439–444, 454–455, 

457–458, 473–474
Vitamin B₁ 392, 418, 420, 439, 453, 467
Vitamin B₁₂ 395–396, 413, 419–420, 423, 

432, 447, 461
Vitamin B₂ 393, 418, 420, 438, 453, 467
Vitamin B₆ 394, 418, 420, 438, 452, 467
Vitamin D 397–398, 400, 411–413, 

421–422, 425–428, 439–442, 
454–456, 473–474

Vitamin D₂ 398, 411, 421, 425, 439, 454, 
473–474

Vitamin D₃ 411, 421, 425, 439, 454, 
473–474

Vitamin E 400–401, 411–413, 421–422, 
425–426, 428, 439–440, 442, 

454, 457, 473–475
Vitamin K 401–403, 413, 422, 474–475
Vitamin K₁ 411, 421, 425, 439, 454, 

473–474
Vitamin K₂ 430, 444, 458
Vitamin K₃ 402

X
Xylazine hydrochloride 292

Z
Zat resmi 3
Zat standar 520






