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PREGÃO ELETRÔNICO N2 3008.01/2021 

IDEXX BRASIL LABORATÓRIOS LTDA., pessoa jurídica de direito privado, estabelecida em Cotia, SP, 

Rua Santa Clara, 236 — Parque Industrial San Jose, inscrita no CNN/ME sob n° 00.377.455/0001-20,

neste ato representada nos termos de sua procuração, vem, pela presente, interpor, RECURSO 

ADMINISTRATIVO em face da r. decisão que declarou vencedor o produto ofertado pela empresa 

QUIMAFLEX para SUBSTRATO CROMOGÊNICO PARA ANÁLISE DE QUALIDADE DE ÁGUA objeto do 

LOTE 10 deste certame, ante o não atendimento das exigências técnicas do produto estabelecidas 

expressamente no edital, notadamente pela falta de comprovação de aprovação do produto pelo 

EPA e inclusão no STANDARD METHODS, como exigido expressamente no edital, conforme a seguir 

demonstrado: 

I - DA AUSÊNCIA DE COMPROVA ÃO DA APROVAÇÃO DO PRODUTO OFERTADO PELO EPA 

Conforme disposto EXPRESSAMENTE na especificação técnica do produto objeto do LOTE 10 do 

Edital em referência, foi expressamente exigido que o substrato cromogênico pretendido esteja 

aprovado pelo EPA, ou seja, pela "United States Environmental Protection Agency", também 

conhecida como "USEPA" e, ainda, que este'a incluído no STANDARD METHODS. 

Eis o que se vê, com clareza, na transcrição da descrição técnica do produto em tela, disposta no 

ANEXO I do edital: 

LOTE *10 

j 
i ¡TEMI DESCRIÇÃO 

545'7 • SUBSTRATO CROMOGENICO DEFNID.0 ONPG- UG. 

COM RF :,:- •:c:CIS C;ONFIRMATIVOS PARI, pREsENÇA DE 

cOuf,' •:=-:.. ..., . - '."()TAIS E E. COtt EM 24 HORAS PELO 

DE .1', -.:.,,:. . ;'.1 ::.-..NTO DE COLORAÇAC, AMARELA E 

OR'... ---.,. .-• :-.•:..c., DE FLUORESCENCIA. SE '.4 NÍ, ::,ESSIDADE 

, DA '‘1:, '.. . ‘-• ':-• DE OUTROS Rt.. AGI ti í IS PARA 

1 COIV-MMA::.A:-:. METODO APROVADO PELO EPA E 

INCLUO() NO STANDARD METHODS FOR EXAMNATION OE , , 

WATER AND ),NASTEWATER. C,AIXA UNITÁRIA SUFICIENTE 

: PAPA ». ‘ ANALISE-S. 



4.1 

\s% A O 

Ora, á luz do expresso texto da descrição técnica do produto pretendido, é certo que a ofertante  

está obrigada a provar documentalmente a aprovação de seu produto pela EPA, bem como sua 

inclusão no STANDARD METHODS, o que não foi feito, de maneira nenhuma. 

ca) 

Isso porque o produto ofertado pela empresa QUIMAFLEX não possui nem provou possuir 
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aprovação na EPA ou em qualquer órgão creditado por tal agência, o que impede a sua aceitação. 

Com efeito, registre-se que, além do próprio edital, o Artigo 22 da Portaria n. 2914/2011, 

consolidado na Seção V da Portaria de Consolidação n. 5, de 28/09/2017, do Ministério da Saúde, 

que trata dos métodos destinados ao controle da qualidade da água para consumo humano e seu 

padrão de potabilidade, também estabelece que tais metodologias também devem, 

obrigatoriamente, atender a um dos padrões normativos internacionais arrolados naquele 

dispositivo legal. "Verbis": 

Art. 222. As metodologias analíticas para determinação dos parãmetros 

previstos nesta Portaria devem atender às normas nacionais ou 

internacionais mais recentes, tais como: 

I - Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater de 

autoria das instituições American Public Health Association (APHA), 

American Water Works Association (AWWA) e Water Environment 

Federation (WEF); 

II - United States Environmental Protection Agency (USEPA); 

III - normas publicadas pela International Standartization Organization (150); 

e 

IV - metodologias propostas pela Organização Mundial da Saúde (OMS). 

Assim, os substratos para análise de qualidade de água objeto do LOTE 10 deste edital devem, 

obrigatoriamente, estar em conformidade com as disposições da Portaria n. 2.914, de 12/12/1011, 

consolidada na Seção V da Portaria de Consolidação n. 5, de 28/09/2017d0 Ministério da Saúde, 

supra referida. 

E o fato é que o produto ofertado pela QUIMAFLEX não possui nenhum certificado de aprovação 

por nenhum dos organismos referidos na norma supra mencionada. 

Perceba-se que em nenhum momento a recorrida QUIMAFLEX apresentou qualquer tipo de 

comprovação oficial de seu produto por qualquer um dos organismos referidos no Artigo 22 supra 

citado. 

Nem se diga que o simples fato de o produto ofertado pela QUIMAFLEX usar o meio ONPG-MUG já 

implicaria sua aprovação pela EPA, como exigido pelo edital, pois o mero fato de o produto utilizar a 

metodologia ONPG-MUG não significa, obviamente, que todos os produtos que usam esse meio 

estejam aprovados pela EPA. 



Se isso fosse verdade, bastaria ao edital referir-se a um substrato cromo  énico definido ON M 

(qualquer um), sem que fosse necessário exigir a aprovação pela EPA (ou USEPA), CemoRubrca

expressamente ali disposto. 

Ora, se bastasse que o produto utilize o meio ONPG -MUG para ser automaticamente aceito, 

teríamos o risco de haver no mercado produtos com má qualidade e ineficazes, cuja mera utilização page 3 

dessa metodologia os faria aceitáveis, o que não é verdade e nem pode ser! 

O mero emprego da metodologia ONPG-MUG, sem que tenha sido examinada pela EPA (USEPA), ou 

pelo "Standard Methods for Examination of Water and Waste Water" ou qualquer dos organismos 

citados o Artigo 22 da Portaria n. 2914/2011, consolidado na Seção V da Portaria de Consolidação n. 

5, de 28/09/2017, do Ministério da Saúde não serve para atendimento da exigência de referido 

dispositivo legal, sob pena de se expor a população e os órgãos públicos adquirentes a produtos de 

má qualidade, não referendados pelos organismos internacionais de creditação necessários para 

tanto. 

Saliente-se, outrossim, que a apresentação de Laudos locais Privados, encomendados pela própria 

empresa licitante, não podem servir para qualquer prova de atendimento ao disposto no Artigo 22 

da Portaria n. 2914/2011, consolidado na Seção V da Portaria de Consolidação ri. 5, de 28/09/2017, 

do Ministério da Saúde, pois além de não serem oriundos dos organismos ali referidos, tais LAUDOS 

PRIVADOS NÃO OSTENTAM A NECESSSÁRIA IMPARCIALIDADE A PARTIR DO MOMENTO EM QUE SÃO 

ENCOMENDADOS PELO PRÓPRIO INTERESSADO. 

As creditações exigidas na norma, são creditações oficiais, com metodologias aprovadas, e isso não 

se vê para o produto da recorrida. 

Lembre-se que o produto objeto desta licitação se destina a garantir a qualidade da água consumida 

pela população e, por isso, não pode pairar nenhum tipo de dúvida quanto à efetiva qualidade do 

produto adquirido, razão pela qual a creditação pelos organismos internacionais referidos pela 

norma retro citada é imprescindível. 

A Fim de que não restem dúvidas quanto à ausência de aprovação do produto da recorrida pela 

USEPA (EPA), cite-se o quanto disposto no site oficial da renomada publicação "Standard Methods 

for Examination of Water and Waste Water" localizado no endereço 

4 

Referido site é dotado de uma página onde ha resposta a perguntas frequentes (FAQ), e nesta 

página, no endereço , ii,a):53.WV , encontra-se a resposta à 

seguinte pergunta (já traduzida ao Português): Como eu posso saber se um método é novo, revisado 

ou aprovado peia USEPA (Agência Norte Americana de Proteção ao Meio Ambiente)? 

E na resposta a tal questão, se lé a informação de que (em texto traduzido ao Português) Todos os 

métodos e seções estão marcados com ícones indicando quais métodos são novos, revisados ou 

aprovados peia USEPA (Agência Norte Americana de Proteção ao Meio Ambiente). 



Eis o que se depreende da reprodução de referido site, abaixo disposta: 

Mout Standard IlAnthods Technical FAQs 

Frequently Asked Questions 

What is the difference between parts, sections, and methods in Standard Methods? 

1-4ow do I know if a rnethod is New, Revised, or USEPA-approved? 

Ali methods and sechons are marked with icons, indicating which methods are hiew, Revised, or USEPA-approved. 

Who should I contact if I would like to propose a new method for Standard Methods? 

Portanto, o que se depreende da resposta acima transcrita é que os métodos analisados e 

aprovados por aquela publicação ("STANDARD METHODS for Examination of Water and Waste 

Water") estão marcadas por ícones em tal documento, indicando se são novos, revisados ou 

aprovados pela USE PA (Agência Norte Americana de Proteção ao Meio Ambiente). 

Desta forma, os produtos aprovados pela USEPA são apenas aqueles expressamente referidos no 

"Standard Methods for Examination of Water and Waste Waterul 

CONTUDO, O PRODUTO DA QUIMAFLEX NÃO É REFERIDO NO STANDARD METHODS, EM 

MOMENTO NENHUM, EM MAIS UMA DEMONSTRAÇÃO DE QUE NÃO POSSUI APROVAÇAO NA EPA 

(USEPA) 

DA NÃO INCLUSA° DO PRODUTO DA QUIMAFLEX NO STANDARD METHODS 

Junta-se com a presente a cópia da 23ã edição (edição mais recente) do "Standard Methods for 

Examination of Water and Waste Water", na parte que se refere a Substratos Cromogênicos como 

aqueles objeto deste pregão. Note-se que ali não há nenhuma menção ao produto ofertado pela 

empresa ora recorrida (QUIMAFLEX), de forma que, portanto, jamais se pode afirmar que tal 

produto foi aprovado ou estaria de acordo com a publicação em referência, como exigido 

expressamente pelo edital. 

A simples leitura do próprio STANDARD METHODS já permite perceber que o produto da 

QUIMAFLEX não está incluído naquela publicação (como expressamente exigido pelo edital), 

diferentemente do que ocorre com o produto a empresa ora recorrente — COLILERT -, que é 

expressamente ali mencionado. 

Mais uma vez, nem se diga que o simples fato de o produto ofertado pela empresa recorrida usar o 

meio ONPG-MUG já implicaria sua aprovação pelo "Standard Methods for Examination of Water and 

Waste Water", pois, em primeiro lugar, a mera referência à metodologia ONPG-MUG na publicação 

em tela não significa, obviamente, que todos os produtos que usam esse meio estejam aprovados 

e/ou incluídos em tal publicação. 

Se assim o fosse, teríamos o risco de haver no mercado produtos com má qualidade do emprego da 

metodologia ONPG-MUG, sem que tenha sido examinada pelo "Standard Methods for Examination 

of Water and Waste Water" e, por isso, a necessidade de exame e aprovação do próprio produto e 

não apenas de sua metodologia. 

Aliás, é por isso mesmo que o edital exige — literalmente — estar o produto INCLUÍDO NO STANDARD 

METHODS. Assim, a falta de indicação, ou seja, de 
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inclusão do produto ofertado pela empresa QUIMAFLEX na publicação em tela impede a s 

aceitação. 

Não bastasse, a fim de demonstrar e comprovar documentalmente a falta de aprovação/inclusão do 

produto da QUIMAREX no STANDARD METHODS, junta-se com a presente cópia de mensagem 

recebida pela IDEXX do Professor TERRY E. BAXTER, PhD, PE, membro da Comissão Editorial do 

STANDARD METHODS, informando expressamente, mediante consulta a ele formulada, que os 

únicos métodos fluorogênicos cromogênicos atualmente incluídos no SM (STANDARD METHODS} 

código 92238 são o COLILERT, COULERT-18 e COLISURE, o que, portanto, não contempla o produto 

da empresa recorrida. "Verbis": 

1 
t 

31Y.. 922 SB 

r..s únicos métodos 

f. "1..:croz.4nico5 incluídc,s 

L223C. 

Referida mensagem, devidamente traduzida por tradutor juramentado segue anexa, em 

comprovação ao aqui alegado e demonstrado. 

A fim de afastar qualquer dúvida acerca do alcance das especificações do STANDARD METHODS para 

o produto em questão, cita-se, ainda, importante decisão do renomado INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 

referência no ESTADO DE SÃO PAULO, acolhendo o aduzido e esclarecido pela ora recorrente quanto 

às especificações do STANDARD METHODS, conforme cópia da decisão anexa, cujo excerto é 

transcrito a seguir: 

L., dsreptu iutuntrarraz)na,, ontpre5a 

IDEX>. BRASIL LABORA-ÓPIOS LIDA anerana r‘rstar,ni 

esento Iam susta-ta ir Iça nabile..apAo. 4111:adaz aos aLros às 
11s 2act a 21/. 

D,anto. asr..-At.-: a equipa rétn,ca (In apam consta'rn. qua 

2' aiçã3 do Standar' Med,ocir ort=iarrinatm.1 31 Wa:erar!d 

War."rieratw, r'er^, C,Iucat.1,4 pela rectatentu. está tlesatt-alitadd 

• ,13n r, ar ala ria ediçan VigOrt0 3 .?3°.C,— conta?u, po• 3-mal 
• É garantr. rforntaçõm110141'4".451 rIO Star.dnd Mral+nort, 

Natrsan frAd•nan e cor n a autnre rta se.z.an 9222 .inni Be'i'. 
kdra euddruiápie”,tus, anexim:0.na !1$ 278 a 2tIC duk or«étcrs 
4.ns eIrrn rwe iam Morde nes dealhets desrfans 

9'223 por arrastrataren- preqtrasmas 

terlau.te,npuraltrra da incubação, Por eSid% ra.rims 

wartort, a lastr ,11,...açar.1 areçoirunty, 
Uma Wft? C 11.;cis a 1,-,:acan, sido fincarrtionada 

doc..rrse:"..açain orig'nal or. ,:-...acruss ac:tormeadas por tattribao d• 

nones por pai Ud empresa 'dançadora d. certame, um 

eiroDt,~110 0,Spnato ra'alirea 'o' do 5.9. do tom - Da 

Smisren PAirl c.a e In Jrilaar-nrNtn ingel ar!fatern .An nave,

dbce a -mmologaçao d3 cenars• pou Otivtcla N,servie 

Ofçdfralif :d. 

1310 Oh&te, nanam% ao Nt,tran C. Compras e 

S.  mamas para :ri- • mar ...3A domais prow,nahr ,das (11.ê 341 

rer:essar,as. 

Clasider-ir Ronna e.i Crar 
Pretpe 

15.+:092Q19 18 27 33 

Page 1 5 



• 

Destarte, com amparo na farta documentação juntada com o presente recurso, está plenamen 

demonstrado que o produto da QUIMAFLEX não está INCLUÍDO no STANDARD METHODS da 232

edição e, portanto, está impedido de ser acolhido neste certame. 

Por fim, lembre-se que o STANDARD METHODS é publicação de referência mundial quanto aos 

padrões de qualidade de testes laboratoriais para análise de água e, portanto, trata-se de critério 

técnico plenamente sustentável para definição da qualidade do produto pretendido pelo ente 

licitante, devendo ser estritamente observada, a fim de garantir o efetivo atendimento da compra 

licitada. 

Neste sentido, não pode a comissão de licitação se afastar ou deixar de exigir o quanto 

expressamente previsto no edital, sob pena de violação ao princípio da vinculação ao edital, que 

determina, em síntese, que todos os atos que regem o certame público ligam-se e devem 

obediência ao edital. 

O art. 41 da Lei ng 8.666/93 é muito incisivo é inquisitivo a esse respeito. "Verbis": 

"Art. 41. A Administração não pode descumprir as normas e condições do edital, ao qual se 

acha estritamente vinculada" 

Assim, como a descrição técnica do produto objeto do LOTE 10 do edital exigiu a inclusão do 

produto no STANDARD METHODS, e aqui foi documentalmente demonstrado que o produto da 

QUIMAFLEX não está incluído em referida publicação, tal produto não pode ser admitido. 

DO PEDIDO 

Ante o exposto, devido à demonstrada falta de aprovação do produto ofertado pela QUIMAFLEX 

pela EPA (ou USEPA) e, também, pela comprovada não inclusão de referido produto no STANDARD 

METHODS, como expressamente exigido pelo edital, este recurso deve ser PROVIDO para o fim de 

declarar inabilitada a oferta apresentada por referida empresa, revendo-se o resultado do processo 

licitatório e proclamando-se o resultado nos termos do que determina a legislação em vigor. 

Termos em que, 

Pede deferimento. 

São Paulo, 22 de setembro de 2021. 

IDEXX BRASIL LABORTÕRfOS LTDA. 
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REPÚBLICA FEDERATIVA DO BRASIL 
Paulo Fernando Santos de Lacerda 

TRADUTOR PÚBLICO JURAMENTADO E INTÉRPRETE COMERCIAL 
Inglim-Fmrok-Elmanhol-Pombgués 

Doe no. 3509(001) O. 1 
nEU, ABAIXO ASSINADO, TRADUTOR PUBLICO JURAMENTADO E INTERPRETE 
COMERCIAL, NOMEADO PELO EXMO.SR. PRESIDENTE DA JUNTA COMERCIAL 
DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO (JUCERJA), NOS IDIOMAS INGLÊS, FRANCÊS 
E ESPANHOL, COM MATRICULA NÚMERO 243, CERTIFICO E DOU FE PÚBLICA 
QUE NESTA DATA ME FOI APRESENTADO UM (01) DOCUMENTO ORIGINAL 
LAVRADO EM LINGUA INGLESA, E QUE AGORA TRADUZO PARA O IDIOMA 
PORTUGUÊS, NO MELHOR DE MEU CONHECIMENTO, DE BOA FÉ E PRATICA 
DE MEU OFICIO, DE ACORDO COM O VERNACULO, A SEGUIR ABAIXO: 

9223 TESTE DE COLIFORMES DO SUBSTRATO DE ENZIMAS* 

*Aprovado pelo Standard hrethods Committee, 2016. 

Grupo de Trabalho Conjunto: Jennifer Best (presidente), 

Bennie L. Cockerel, Jr., Gil Dichter, Nancy H. Hall, 

William W. Northeimer, Viola Reynolds e Helena Solo-

Gabriele.  

9223 A. Introdução 

Os testes de substrato de enzimas utilizam substratos 

cromogenicos e fluorogênicos hidrolisáveis para detectar 

simultaneamente enzimas produzidas por conformes totais e 

Escherichia coli (E. coli). Neste método, as bactérias de 

coliformes totais produzem a enzima C-D-galactosidase, que 

adere ao substrato cromogênico no meio para liberar 

cromogénio. A maioria das cepas de E. colj produz a enzima 

B-glucuronidase, que adere a um substrato fluorogênico no 

meio para liberar fluorogênio. A liberação de cromogênio 

indica que bactérias de conformes estão presentes, e a 

liberação de fluorogênio indica que bactérias de E. colí 

estão presentes.  

Formatos de tubos múltiplos, poços múltiplos, ou de 

presença-ausência (amostra simples de 100 ml) estão 

disponíveis para uso com esses testes de substrato de 

enzima.  

Confira os dados do ato em: https llselodigital.hpb.jus.br ou Consulte o Documento em: https://azevedobastos.notbriclocumento/69832901216084259336 

o 
o 
1-

Autenticação Digital Código: 69832901216084259336-1 
Data: 29/0112021 12:42:35 
Valor Total do Ato: R$ 4,66 
Selo Digital Tipo Normal C: ALC53293-4XAM; 
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Coletar amostras como é orientado na Seção 9060A, usando 

recipientes para amostras especificados na Seção 90308.19, 

Ao coletar amostras de água clorada, utilize tiossulfato de 

sódio conforme a descrição na Seção 9060A.2. Siga as 

orientações de controle de qualidade (CQ) para as garrafas 

de amostra descritas na Seção 90208.5d. Obedeça aos tempos 

Hde retenção de amostra e condições descritas na Seção 90608 

exigida pelos regulamentos. Tenha cuidado de assegurar 

que as amostras sejam mantidas na temperatura adequada e 

»analisadas o mais breve possível após serem coletadas, pois 

inobservância dessa advertência pode comprometer os 

¡resultados. Assegure que as amostras atendem aos critérios 

'de aceitação do laboratório no recebimento.  

Controle de Qualidade 

Os usuário 

REPÚBLICA FEDERATIVA DO BRASJL 
Pauto Fernando Santna de Lacerda 

TRADUTOR PÚBLICO JURAMENTADO E INTÉRPRETE COMERCIAL 
lrogls - Francae - Es43anhoi - Pc1uguo4

Doe no 3509(001) 
p 4 

lacitosidase, causando resultados falso positivos.  

9223 B. Teste do Substrato de Enzimas 

Amostras —

ou 

, à 

as orientações de 

garantia de qualidade (GQ/CQ) da Seção 9020, incluindo, mas 
sem limitação, CQ analltico (Seção 90208.9), 

instrumentação/equipamentos Seções 90208.4 e 90306), e 

suprimento5 (Seção 90208.5). Ver procedimentos de CQ 

principais na Tabela 9020:1.  

Antes de usar cada lote de agente novo, verifique o 

desempenho do mesmo através de organismos de controle 

positivos e negativos. Para conduzir controles de cultura, 

.nocule o agente com três bactérias de controle: E. cal í, 

do método devem seguir 
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REPÚBLICA FEDERATIVA DO BRASIL 
Paulo Fernando Sard08 de Lacerda 

TRADUTOR PÚBLICO JURAMENTADO E INTÉRPRETE COMERCIAL 
~-Pranca-Espanho-Peouguès 

Doo no.  3509(001)

uma cepa 

Enterobacter cloacae), e um não col..iforme (ver Tabela 

Um controle negativo não inoculado deve ser 

alisado também. Alem disso, testar o agente e os 

recipientes (garrafas, bandejas 

p 5 

conforme' totais diferente de E. coli (ex: 

com poços múltiplos, tubos) 

pa_a confirmar a esterilidade e falta de autofluorescência. 

Agentes de Substrato 

Os agentes Colilert, Colilert-18, e CoIisure estão 

dLponívis comercialmente* em pacotes medidos previamente 

para teste de presença-ausência ou em tubos descartáveis 

para uso em um formato de múltiplos tubos. Os formatos 

Quanti-Tray _ Quanti-Tray/2000* são formatos de múltiplos 

¡ tubos que podem ser usados com os pacotes medidos 

previamente para quantificar as bactérias conformes 

presentes em uma amostra.  

Guardar os agentes de acordo com as orientações e usar os 

mesmos antes de sua data de vencimento. Evitar exposição 

prolongada dos agentes à luz solar direta. Descartar 

agentes que mudaram de cor, aspecto, e/ou textura (os 

agentes são Ligroscôpiços e criam couceiras se forem 

expostos à umidade). 

* Fornecido por IDEXX Laboratori , Inc., Westbrook, ME. --

4. Procedimento 

uomeçar a analise misturando a amostra corretamente para 

promover a distribuição uniforme as bactérias. Para que a 

istura correta ocorra, as amostras devem ter espaço livre 

pol. e serem agitadas vigorosamente por 7 s (para 

frente e para trás 1 pé aproximadamente 25 vezes). 

Confira os dados do ato em: httpsirselodigital.fipb.jus.br ou Consulte o Documento em: htlps:/fazevedobastos.not.bridocumento/69832901216084259336 

52 Autenticação Digital Código: 69832901216084259336-5 9 Cartório Azevêdo Bastos 
,0 Data: 29(0112021 12:42:36 

eÉ Valor Total do Ato: R$ 4,66 

Selo Digital Tipo Normal C: ALC53297-R825; 

Av, Presidente Epitacio Pessoa -1145 

Bairro dos Estado, João Pessoa • PB 

(831 3244-5404 - eartorio@aárnredobastos.not.br 

rf/ httpsdiazevedobastos.not.br 
Ualbti~ved/5 de M Cavalc,r,li 1—

T ular 



•-

CNJ: 06.870-0 

É r6: j 
8 

CD 
g < CD' O., CL 
g O 

03 cn 
o 
0/8 

TJPB 

Pit51,".! 

CD 

o 

co o 

g..̀5 
;H-
o 
th 

CG 

P-

o 

(75 rr 

.1
P

4
 T

r1
.9

a
.1

 

o 
(10 

• PL, k0 

80

s
.e

u
 

iv
a
p

T
 

(10 
Co 

o 
o 

o 
81

(10 
.5 

(10 
co 
o 

o 

ri-
o 

o
q

 
ar

e 

O CL,
(CL LQ - 

(Co 
fr, 

g
o

i:
y

e
c
In

Ju
T

 

n
u
a
u
re

4
u
e
p
u
a
d
a
p
u
l:

 

• 

rr 

o 
cr: 

o 
fiO 

ri-

t.0 

fio 
a 

ti 

r,

o 
81

o 

rt 

co

CLI 

,•Q 

a 

81
81

El

ai 

Elo 
cio ri' 
81

CD 

o 

(.1) 
(co 

o 

a: 

o 

rr 

o 
81

o 

);•• 
I••••• 

CD 

O 

El

-•••• 

O 

81 
o 
TI
00 

o 

E;
 o

p
 

o 

(.r) 

ri-
cli 

s
a
p

v
4

in
s
a
a
 

D.5 

o 

a
s
 

so
is

.T
- :4

e
b
a
u
 

a O 
o o) 

if; 

0. 

SI) 

til 
r'r 

O 

81

o 

81

o 
El

'"C; 

P.•• 

11 

o 

1—` 

CO 

o. 

o 
o 
El

(to 

II 
II 
91 
#-Ft 
ri) 

• 
".2J.

co

, 

81
81
010
Ct

O 

o 

O 

11 

o. 
81

cirt 

h 
(D 

-O 

o

a: a) 

0.3

i-r
(10 

81
(10 

(13 

a) 

ti-

co 

(10 

g". 

CZ 

rs2. 

o.. 
o.-

61
CD 
tf: 

rt 

O-
o 
tri 

EI 

o 

El
P3 

f.n 

"O 

o 

CD,

CD 

z 

80
o 
81

a 

fio 
El
(") 
(10 
rt 
81
Pà 

(10

tu
a
n

q
T

a
-s

T
p

 

Cio 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 
REGISTRO CIVIL DAS PESS9AS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos, da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico , 
www.cenad.orq.br/autenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



5, 

CARTÓRIO ! 

o 
o 

o 

o 
o 

CD 

o 

g." 

Ern.'dp6, 

, _,...,!(•kcEl 

!O
rM

0
-6

6
Z

£
9

 

CNJ 08.870-0 

o 

t 
CD

g 0. 
.t.rraf o 

2..131 cp 

o 

i#flein 

12‘h 

272' .23 5 21 

CD

CC 

TJPB 

s.n
a

lb
r/d

o
cu

m
e

n
to

f6
9

8
3

2
9

0
1

2
1

6
0

8
4

2
5

9
3

3
6

 

O 

CD 

o 

CD 

C 

Paulo FgrrtandO 010Ínadjtel Púb:c.z,- e ingipme 

O 

ai 

G 

[n 
Di 

Di

p
e
p

T
u

u
o

ju
o

3
 

5 

>g 
o 

CD 

o 
o

rn

co 
E» 

O 

o 
ti

(f) 
CO

CD

o 
Cc

o 

5 
O 

r-r 

PC 

co 

ti

o. 

O 
co 

O 

o 
(t) 

o. 

(1' 
o 

0) 
Ci

'1-) ft-
(E; 
ol 
rt 

er O 
D-' O 
a) O' .',:: 'ó 

"0 r-Jr-- 
rr Z g» Ii 
0, O ri-

0. 1 
ri). 

1 I-. E» a o t ti o. o a) )1 (,),

ai 

o 

.z
a
p

a
ri

e
u

z
a
c
i 

rS 

C 

e
P

T
A

T
o

s
s
T

p
 

o 

o 
ti

o 

Ci

O 

O

CO

3.1 

rr 
CL

o. 

Li 
ri 
O O 

co 

0) 

ri) 

o
p
rf

ri
rx

e
D

 

o 

o
p
u
a
n
Ii

c
y
.)

 

o 
H 

v
e
a
-4

so
lu

e
 

O presente documento digital foi conferido como original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 

REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.orabriautenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



CARTÕRIO 

o
t.b

r/d
o

cu
m

e
n

to
/6

9
8

3
2

9
0

1
2

1
6

0
8

4
2

5
9

3
3

6
 

TJPB 

o 
o 

o 

o 

o 

o 

o 

rt 

b-• 
O 

rt 

P.1

tio 

o 
o. 

o 
o) 

tr) 

°
1

4
 

G
il

l 

'O 

P1' 
(-* 

o 

_ 

O 

a 

s
e

lu
e

p
T

x
o

 

o 

(T) 
1. 

o e 

o 
ri-

......_. ______ 
(.a *e.• a} :..j e o ,,,,,, 

.• . ____........ .._________ _________ . ...._ . 
  ______........ _... o O ;-..-! I- ¡A o .,:̀(=:------(i..----;"-- (-7 ',"1

O oi- i-,' c.t,
i- rt O ,...'": CD .„-:`, O O'''' çFHI' 

ut '-') C) O 

i_le.; rt: 

,,--# 71) ' k.i:17 '.'.'1"',i l'al.‘1 n'r.1) 

.. ..._ _. . 

',e 1 O 

-1 ci 

o ,1) ,, - 
2 c-, rp, 

c- ,-,- ir) 
i1J O 

fr- o c.,-) o , ).,. ,..., o }--• O 
''.:' l'' ''''.. t'D G' rt (-..: i-- o . ,-,. 

. c., 1' 
(; 1 j 

'-' 7. 'cl, p, p. H h., (,) u) çà, i ct 

.../.4 ,,. ..,. F'''  ,-1- .Eg ri- o rt. 

W Oi  rt r.' (1) zn r: c:: h r..,,,,,. ‘.? • ,4 o p.  
k, 

r.; 1 • 
Gi) a . 

0.) 
..._. , , (..,, 

a) 
a)) 
_fr (.3.) o 

. , .4 

et,

‹.", Cs 

es 

--I 
ri e 0., e, 112 WsD O , s-t sh El. ..., 's'-'i' 5 a, ;:.1 t'ç o - 

- h 
P:' ...e: E >2 n. 5 á 0 o . 

> it? - • - (r) ()  
,.... 5, o a) (fé )1 o !....; o

rn ,- ,-, i-j o n) ,ó-, ,..„ ,...,• o O 
-15"' 

ft _,.. i-•'' Q. ,-:,` 
ã. Z w :_,. rt re a e 

4.-2 ,g ,'̀ .-_,:F ,,,a)' ,,,•,---i ,E. f.._,'"' r'•-/:i ,,, i---, o, )-t.) o o '- e' a 4 o) ,'),-; )5 .;_-,. 2 -4 
O i-- o 

f". l -
5- 23 

sf.2 

CL 
Rs 

5 

(7) O fr-' 

0) :•-• CD 

al a - 
, a, , Do .. : : 02 - 

..., 
ç'. 

ort h 0. .  -r: i:6 ir.Q:. g,ge L.20.9' ca 2' 
ri' 

Gi 
a 

gi  (̀I.', -'• h rh O 

O ré c) *-1 ±-..-, ui O 'a 
W 

tk- o -.7 03'
O e 
r- rn 
CO >3 

-o 

h 
L▪ -k 0) li , r) o 1) 

F--, n ÍZ 1 o Po 0 0 cro ro ...Qn. 5 oggÊ 5 h: 
a) ri.-

a) 5 o o <--. O o JI S•rT 2',... E d TI ' ' I_C:,‘ g • P) 0 
a . • 5, o ,.., ,-,- ,_,. • , z o ni-a ..•J  , rsis .....1 , • - • n-  ,..1 c-.) Os O 
ip g  o 

O O '-' i-, O 1.1 O rr 
*O ,1:,*' 0 Wa Q. °  Co

• O Cl) as , - ,, i-r; a9 Á•  . Ca 0-, r" ri. Cr fi) ÇO O 'o O" ff)
R, rt a3 (13 

L-1. 
ri" 

Ui O O f.,,j t-4 Ct) 
L., '. • pj, a cp, 

‹i i •' rn cs, x. S--, e, i'---: a) a ;c Q. 1:' DiO • c) -  fr.  :
áí-: 8 O 5b O , k, o u) 'irs o o o, o cn „.  n -, (.11 o rt) rD 0_ __ ty O O o .-.'„ 0- O a• RE" CD rD 1-L. (.--, ... - , .t# 0 2 O O • N) O O 7J 21

0, er o e C O , c, -•--' .,, o ,--, 
o Da S5 r4 O 2 

' h ti , 0) O • • O '..' a - a r) -' (A ;--= i•-•4 (t..) rt 'n aJ • , -,-a) n o a ,-, tT) 
0) ,r 

rt' - • 
In B ..,  rt , ri) 

,.. 7) 0 • 3 O í I ) ç,:

h - o O r, . Z 
O 

o k, 

(9,-,o kg o tp . , O i") z „.,'-`rt C ,--, o . a' ''p, a  a 4-,. (,.., , , . (-). o o ,-., rr . 
O o cy c. ...,.. .,..., er, 1-1 i--- e • 0 H, rt h i 57,

O a c.-, --  1 O rt a) C:s. 
o O ç'.". a ,--e 

o 
1 1 o O o c)

rt SD ''' r- rr O (D ti ! i 
(3..= 

i-s (D •. 
01 o, fia 

O CD h rC
rOr 

-r)e.i? r11 r-, .(4 i% 1 : '" ''' r-r O 
...'75I o 

Ui W O o ()-1. O f A-'1 i o al. co a) r?. CL C IP O h o (D , i_...: (D (.0

X 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 
REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.org.br/autenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



a
s
to

s
.n

o
tb

r/d
o

c
u

m
e

n
to

/6
9

8
3

2
9

0
1

2
1

6
0

8
4

2
5

9
3

3
6

 

5 

o

a; 

C 
1 C) 

CD

E' '1 

CD 

o 

CD 

o 

ri

O 
C/: 

El) 

CD

Fartylnúo cif( Laceree. ,̂ 

a3 

O 

ri
CD

t.Q 
CD 

•0 

o
p

u
e

v
z
o

z
i 

o 
o 

a 

cii 

rt 
cr, 

O 

a; 

ras 

1 

ii 

E 

ta-• 

szt 

rt.

o 

o 

ri-
ri

o. 

aio 

o 

c-t 

ou 
(o 1.P 

X 
.., 1...,. 

(ti (ri H• ... 
cD
'ri 5 t.7 et -5
o) i--- o •-t. t... 

1-ri tf) ao
r':) ri' h
r.„, /-) 
-.s..... 1-3 o 4; 
'i.,) os '''

h ris 0) a.) 
-, ss.... as
s--/. ati 
3-3 Q., rt 
:c A O 
1-- O

h's 'ZP 0.3 
w3 O (.0 5 
C ,s.Zil cD CD ai 

m-' i r-4 ;a, cn 
a 5 ri- ri- a: ET 

fl). (C, cD o i-,- (D 
O h 

H Cr Ç) H ?- .•-• 
CD O O k....,.. !---, 

N •••". 

(Z) O =4 .- al N 

G c) H a o= a, os a 
o, a os 
C, (D 

(Ti o " 
,,...,.., (ri ,. 
ri as  

s...s..
,.., os/ 

a)  o 
• a cc 
I-, 1-. in ri
a3 i--, 3--r
5 C !---' :,..-.1
O #--,... I-,

r, {) A.1 c-) 
ft OP o_ i 
co o as a;

--- a. 
, 

(D • o, 

o) ▪ ',.. 
5 O ri-

'a) w (Ti 

ii o) 
t-

/-c 

çt 

`,7) 

a C' r,
O (r) 

ba).' €4 g 
o " o 

E:1) 
CD 

O C a: rt-
5 h 

3-3 

a 

o 

çscs 

a),

Dy 
rI 

rEE E 

5 o 

0-1 

a1

st»,

cri 

Dl
ass 
O 

O. 

(3) 

a 
O 

é--

CE: 
ri--

O 

ri 

O 

CD 
1-1 

O 

O 

IO 
C", 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFFC10 DE 

REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.org.briautenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n°100/2020 CNJ - artigo 22. 



o
t.b

rd
o

c
u

m
e

n
to

/6
9

8
3

2
9

0
1

2
1

6
0

8
4

2
5

9
3

3
6

 

TJPB 

J , 

t:t3 

rt 

rt-

11) 

E 

ti; 

tu 

rT, 

o 

o 

O 
E 

,{.) a, , 
z o, 
tr ID I, z 

Ln 

O 

ii 

o 

fP 

ri

o 

o 

tu 

cr 

E 

Cf) 1); 

0) 

tu

a.

0.5 

O 

cfs
ri

Ti 

ID 
ri

O 
r.f) 

(.71 

C7„) 

O 
t.» 
ri

Dl

ri 

o 
Co 

cli 

ri

r•--` 

a. 

("7" 
co 
ri
11 

123
ri
o 

as) 
O 

cl 
(13 

133 
tn 
(12 

II 
o.) 

O 
Dli

as 0 

lo

CD 

cli 
F-1 

o. 
O 

Q 

ri-
(13,

O 

a 
(13 

tu
ia 
DI 

a) 

03

O

til 
)-t• 

ID

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 
REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 
www.cenad.org.br/autenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



CARTÓRIO 

cri < o 2. O O Chi C 
• r!
3.
• IN) .2. 
,( o ,LD F;• 

O

3 472/ n 
23 A 

5? o (21-
• R 
1- o 
o

ca 
o o 

o o .rr 

ta 

CNJ 06.370.0 

11, o 

0:115": !. o 

RÃ :1 2 
e E E. r7 to) 

81' 
to 

griízr 

E 
o 41 

TJPB 

o
b

a
sto

s.n
o

ttrid
o

cu
m

e
n

to
/6

9
8

3
2

9
0

1
2

1
6

0
8

4
2

5
9

3
3

6
 

Fernando de Lacerda 
e 

ri

0) 

ci 
12),

ti

ti
a) 
ii 

rt) 

p-,

o a; 
• rr ri 
o 9 vt 

th 
ri

'O a 
i-s• 0.J 
• (n 
O, a' 

N • LI 

ri• 4-• 
ri ▪ O 

çs
I--' 

a ri,
as o 
Oj 

Or

a/ 

(1) 

r") 
O 

ri' 

O 

•-•• 

ri

O

rr 

s
o
u
 

P
, n

S
O

IL
IR

 Cii 
e
a

- o
p

e
T

e
s
 

O 
o 
o 

o • a 

lT 

ti

CD 
LJ-

(T. 

rr 
ri

ti

o
z
m

o
d
 

u
m

 
e
a

-o
c.

 
O 
f—
r--"r 
;1f 
lrf 

o 

ri

ri
0 

O 

e
p

 
..

z
a
4

R
E

 
s
o

u
e
n

b
e
d

 

o 

o 

cc 

ai 

rr 

rt. 

ti

o 

O 

o 
ti
rt 

O 

ri 

E 

r» 
ri

LCI 

-

ri
ai 

(Ui 
O 

o 

(to 

a= 

ti
cii 

ti-

as 
ti

(0 

es, 

ri
co 

Lii 
(7); 
o 

O O 

rs 

(T) 

ti
ai 

o 

ri

O,
ri

ri

a; 

ri

(1.) 

i 

O 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 -1° OFICIO DE 

REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOT.AS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.org.br/autenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



rip 

• 

CD

s
.n

o
t.b

rid
a

c
u

m
e

n
to

/6
9

8
3

2
9

0
1

2
1

6
0

8
4

2
5

9
3

3
6

 

f 5 

, 

CD

5'1 
o 
51-

O 

ti

212

rt 

o 

o 

ti

CD

r..f; 

ti
CD

CD515 

',:i ,) 
,J;i,":1 tx.1 Jr,, ... 
r-e..r.  

0.J ....,- as ....... 
r•-, ......, 1_,. 

f'" Or 
i-t r`i 

(2 o 51,. O 
o

' a, 1-,-
' 0,) H H' 
f • , (i-5  ii)

ri.

' (.1.1 • ' `.-- W 
PJ o 

gl. é.i) 4 ( 

I ri- CD 

Cf) r,./.} 
, Pri  (1) e 

• . 

(12 
CD

o 

CD
rr 

:5; 

C 
CD

ZO 

O ri. p  ----.----- . 

a' ;-z. !,---"; ,.?' nr P.+, ..--
'-' ã; ;*--1- :-...‘j ,......, ,--). i- .:;', 

...1 c
l) 

,,...‹.,;. ' -...- c ;,- „--, :A''' 
:7) t", ri. , 

I" 

. • i.,.. rJ.J 

th i . ,k . . t. : c d' ` f T ).?"._.' " g  ..j ip; 
f--- —CD 

Q: 1 ' 
(D, O t"-) O N (1" 

o t•-j 
a, 

O :4 fl Gi r--1 
--'' G'r '',D ' D) o CD,,  o (D ri r-- 
/1 r--r Ci., a, (D 
ri- a) (.-- Q:, o 

CD  Q., O 
5=2 

H5

(: H C 9.1 ,..'" 
' 

'-' %-4 (r,

iD 
(ti 

(1)  ..i ,..4't_T ..., a„ - 
ci) 

5.Q ,,,,r;o ., ,. -..... rs 0., ri 1.i o ..ir - .,-,, „.. ,--, 
o ft a, o.3  -.?:!" Ci2u." ro Ca ri !.....,, 1-5 0,

(a<1 a; o :: j

far G-1

rr 

o 

C ai 

ri
CD

CO 

-

ri
CD

CD

e 

o 0, 2 0 . o ri-
ki E ..; 
CD (1.1 

Ct 

.• • - 

• - 

• , 

-f
CD

0 CD-
h El 

O O, 
Pi 

(1 

V) e, 02 - 
a to O 
O O 

Di 

co
El 

Cl 
O 
"'S 1 

I 

2? / 
5 '0 C: 5/5 1 ri-

2DC1

5), : O 5-- ▪ I 
Cr.r r, 
w d 

,•
_"D__,

o ., ....,s o 
a

f 
• E— h g: 
O r-'- („);II ,..41; 
i

.._.,  h 

O e O r 9 (5, k."" 1-'• 
it) rr Q. 

O 
/ h 

513. O 
O C. 0- i 1-,-
O O —.. 

r-ti l5) k-ir < 
5 o o I O a) 
(0 h Q, h l N 

0) , ;:c. 9 ID Z1 5 CO 
.. 5 4 P., tD 1 

, O rt O 1 Cl) 

O 1 ''0 f h 5-, E 

C / c's" h Cf/ a f P.,
1 --''. O ri- O 1 H 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 

REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2..200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser ponfirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.org.br/autenticidade. O presente documento digital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n°100/2020 CNJ - artigo 22. 



o 

CD

TJ PB 

- 

P 

o 

ID

ID

ID

ID

C o 
01 

) 

ti
III 

rt 

o 

o 

o 

o
n

b
 

o
p

u
e

,.
T

p
u

T
,)

 

Di 

o
s -

e
p

T
u

o
.z

n
o

n
T

5
-(

1
-U

 

5 

DI0

DC

!rs 

ID 

o
p

u
e

p
T

p
u

 

Di 

t 

ti 

o 

o 
ID

rt, 
crt 
(1: 

(:) 
ci) 

a:,

o
p

 
0

. 4
.u

iz
T

zc
iu

ro
 

n
ro

 

o 

o 

ke4 
o 

ci 

cr: 

rt 

o 

;•;-J-

Cl 

o 

CD 
Di
a 
o 

trtt.

(I) 
ti

R) 
o 

ti

Di

ti 

o 

Di

Cr 

øi 

.. 

o 

o 

01 

o 

ià. 
o 

o
r,

o
p

 
ap

c)
33

:1
11

 

rtà 

Itt 

J 

ti

C-j 
Dl 

c
a

T
ja

w
4

u
T

 
a

n
b

 

5 

Dl 

ID
P-
rt 

Itt 

O) 

ti

o 

ti) 

o 
o 

o 
o 

ID
)-1 

Dl 

014 
o 

O 
o 
1-1

0.) 

a ) 

ri
ID

rt 

ti

ID
rt 

o 

s
o

p
e

a
. o

p
T

s
u

o
 

O 

(1). 
ti

Ti
o 

O

o
p

p
q

n
:7

)u
T

 

o 

o 

.o) 

CDI 

ID

(C,

D) 

s
a

u
ra

o
jT

T
o

;)
 

(t) 

(w
o

)6
o

g
e

 'o
u 

D
o

a 

O presente documento digital foi conferido com o original e assinado digitalmente por MARCELO TIMOTEO DE OLIVEIRA, em sexta-feira, 29 de janeiro de 2021 12:42:02 GMT-03:00, CNS: 06.870-0 - 1° OFICIO DE 

REGISTRO CIVIL DAS PESSOAS NATURAIS E TABELIONATO DE NOTAS/PB, nos termos da medida provisória N. 2.200-2 de 24 de agosto de 2001. Sua autenticidade deverá ser confirmada no endereço eletrônico 

www.cenad.ornbriautenticidade. O presente documento dipital pode ser convertido em papel por meio de autenticação no Tabelionato de Notas. Provimento n° 100/2020 CNJ - artigo 22. 



REPÚBLICA FEDERATIVA 
DO BRASIL 

-Paulo Vonandcy Santos de Lacerda 

TRADUTOR PÚBLICO JURAMENTADO E INTÉRPRETE 
COtAERciAL 

Francá6- 
Esparits01—POM9UêS 

Doc no. 3509(001) 

p. 14 

¡fluorescência azulada nos 
testes positivos de 

coliformes 

totais, usando uma 
luz 

ultravioleta de 
comprimento de onda 

longo n€5-366 
um) com uma 

lâmpada de 6 W e 
manté-la dentro 

Lde 5 pol. da 
amostre em, 

ambiente escuro. 
Usar um 

comparador 

ide cores 
(fornecido pelo 

fabricante) antes da data de 

1 

vencímento para 
assegurar que os 

resultados do teste 
sejam 

.o , com 
precisão. O 

comparador usado 
deve ter o 

mesmo 

(volume no mesmo 
tipo de 

recipiente que a 
amostra. ---------

( 

\1) Coniert - Se a 
amostra tiver uma 

fluorescência azulada 

LLgual 
ou superior 

àquela de um 
comparador positivo para 

koliformes totais, 
então ela é 

positiva para E. 
coli. Se a 

_...uorescencla for 
indefinida. (não 

puder ser 
determinada) 

1 

k,pós 24 à, a 
amostra pode ser 

incubada por até 
mais 4 horas f 1 • - - ''- .' 

k;),ara deiy:ar a. 
fluorescência aumentar. 

Se a 
fluorescência da 

amostra não 
aumentar para 

ficar igual a, 
ou maior do 

que 

aquela do 
comparador dentro 

desse período, 
então a amostra 

1 
- ---- - ----

i , 
é oositl-a 

para Z. coli. 
. 
---------------- - 

Se a 
fluorescência da 

amostra continuar 
interior àquela 

doi 

! 
comparador após 28 h de 

incubação, então 
ela é 

negativa 

\ para F. coli. 
Amostras que 

forem. negativas 
para bactérias 

c!le conformes 
totais são 

negativas também 
para E. 

coli.--- . 

2) 
Conlert-18 - Se. a amostra tiver uma 

fluorescência 

azulada igual ou 
superior àquela de 

um, comparador 
positivo 

para coliformes 
totais, então ela 

é positiva 
para E. coli. 

LSe a 
fluorescência for 

indefinida rlão puder ser 

determinada), a amostra 
pode ser 

incubada por até 
mais 41 

\horas para deixar a 
fluorescência 

aumentar. Se a 

f.luorescência da 
amostra não 

aumentar para 
ficar igual a, 

cs‘:u maior do 
que aquela do 

comparador dentro 
desse período, 

!então a amostra 
é positiva 

para E. coli. 
Se a 

fluorescência

v:ontinuar menor do que: a do 
comparador após 22 h de, 1 

! 

I 

;incubaoão, então ela 
é negatíve 

para E. coli„ 
Amostras quel ( 
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multe: f fluoruscent colantes 

TI:71(X) 
+ nurnber abluo. non-fluarescont calunies (tf any) 

X 100 volume of sample filtered (inL) 

e. Cailfarn? verificaria?: For drinking water, total coliform 
colony ver cation is not required. For waters other than drink. 
ing water, verify ata frequency established by the laboratory (see 
Section 902013.W). Laboratories may incorporate more stringent 
QC mensures {e.g., verity at least ene colony from each typical 
or atypieal colony type from a given inembrane inter zunam. 
verify 10% of positive sarnples) baseai cm need and sample type 
(seu Section 9020B.10). Adjust counts based on vérification 
resulta. Verification testo are listed in 922213.4g. 

4. Calcotation cf Cotiform Density 

Soe 9222133. 

MIOROBIOLOGICAL EXAMiNATI N 
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9223 ENZYME SUBSTRATE COLIFORM TEST*

9223 A. Introduction 

Enzytne substrate teses use hydrolyzable chromogenic and 
fluorogenie substreces to simultancously detect enzymes pro-
duced 

le 
by total conformo and Escherichia co!! (E. co!!). In this 

rethod, total coliform bactcria produce the enzyme p-o-galac-sidue, which cleaves the chromogenic substrate in the mediam 
to release chromogen. Most E. <vil strains produce the enzyme 
E-glucuronidase, which cleaves a fi aorogenic substrate in the 
mediam to release fluorogen. 'Fite release of eiromogen indicares 
that caldo= bacteria are present, and the release of fluorogen 
indicates that E. coh are present. 

Multiple-tuba, multi.well, or plesence—absence (single [00-mL 
sample) formata are available for use with these enzyme sub-
orate' teias, 

1. Principie 

a. Total coliform bacieria: Conter" Colilert-190, and 
ColioureG media use the chromogenic subscrates ortho-nitrophe-
nyl-E-ottgalactopyranoside (ONPG) and chlorophenol red-E-o-
galactopyranoside (CFRG). respectively, to detect the enzyme 
0-o-galactosidase, which is produced by total coliform bacteria, 
Tire E- o-galactosida.ce enzymc hydrolyzes the chromogenie sub-
strate that produces a color change, thereby indicating the pres-
ence of total conformo without additional procedures. 

Although non-coliform bacteria (e.g., Aermnonas, Flayobac-
terium, and Pseuelmnonas species) may produce sutil umounts 
of the enzyme E-o-galactosidase, the growth of Mese organisrns 
is suppressed ao they generally will not produce a false-positive 
result unless >106 CFU/100 ml.. are present. 

10 6.  Escherichia colf: Tire fiuorogenic submete 4-methyl-umbel-
feryl-f3-o-glucumnide Nur» is uscd to detect the enzyme Et-o-

glucuronidase, which is produced by most strains of E. coli. Tire 

Approved by Standard Metkods Comannee. 2016. 
joint Task Group: Jennifer Oest (chato). Reunia 1,. Cszkeral, Jr.., Gil Dichter. Nancy 1-1 iloli, Wii0nm W. Noritattner, Viela Reynolds, Meiem Solo-Gabricle. 

E-o-glucuronidase enzyme hydrolyzes the fluorogenic substrate that 
produces bluish fluorescence when viewed under lontwavelength 
(365-366 tun) ultraviolet (UV) light. Together, the color change 
(doe to f3-o-galactosidase) and the fluorescence (duo to 0-o-glucu-
ronidase) indicate that a sample contains E. cai, 

Large numbers of some bacteria or strains of bacteria (e.g., 
some strains of Shigella and Saímo/adia spp.) may cause a 
sample to fluoresce but will not change its calor hecause they 
lack 0-o-galactosidase. Such samples would be considered neg-
ative for E. edil. 

2. Appliorations 

These enzyme substrate coliform testa are recommende.d for the 
analysis of drinking water, source water, gmundwater. and waste-
water samples. If a laboratory has not usod dás method More, it is 
desirable to conclua parallel testing (including seasonal variations) 
with the existing method to assess site-opecific effectiveness and to 
compare resulta. Tire resulta of many method-performanee snidies 
are available in the literatura and the mtes of false-positive and 
-negativo resulta differ arnong variou media. Usara should cave-
fully saleta the medi um and procedurc that best fim their needs. See 
Section 902013.11 for guithuice ou validating neav mediado, 

Water surripies containing humic or °cher material may be 
colored, If there is a natural background color, note what it is. If 
the water is yellow enough to be misinterpreted as a weak 
positive after ineubation, use a mediam that does nor turn yellow 
(e.g., Colisure). Some waters' high calcium-salt content can 
cause precipitariam, but Mis should nau affect the reaction. In 
samples with excessive chlorine, a blue flash may be seen while 
adding Coldert or Colilert-18 media, If this occurs, consider 
sample invalid and discontinue testing. 

Do not use the enzyme substrate test to vcrify prcsumptive 
coliform cultures ar membrane-filter colonies, because the substrate 
may be overloaded by the heavy inoculam of weak E.o-galactosi-
dase-producing noncoliforms, causing false-positive remite. 

( 
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ENZYME SUEISTRATE COL1FORM TEST (9223)/Enzyme Substrate Test 

9223 B. Enzyme Substrate Test 

1. Samples 

Collect samples aa directed in Section 9060A, using sample 
containers specified in Scation 90308.19. When collecting ehlo-
rinated water samples, use sodium thiosulfatc as described in 
Section 9060A.2. Follow lhe quality contrai (QC) guidelines for 
sample buttles described in Section 902013.5d. Adhere to sample 
holding times and conditions as described in Section 90608 or 
required by regulations. Take care to ensure that samples are 
held ai the appropriate temperature and analyzed as soou as 
possible atter sample collection because failure to do so could 
compromise reaults. Ensure that samples meet laboratory-accep-
lance criteria upon receipt. 

2. Ouality Contrai 

Method users must adhere to the quality assurance (QA)/QC 
guidelines m Suciem 9020, including, hm not limited to, analyt-
ical QC (Section 90208.9), instrumentarion/equipment (Sections 
902013.4 and 903013). and supplies (Section 9020/3.5). Referia 
Table 9020:1 for key QC procedures. 

Before using each lei of new medium. verify lis performance 
via positive and negative contrai organisrns. To conduct culture 
controls. inoculate medium with three control bacteria: E. roli, a 
total coliform strain other than E. coli (e.g„ Enterobaeter doa-
cai). and a noncoliforrn (soe Table 9020: VI). An uninoculated 
negativa cantai should also be analyzed. In addition, test me-
dium and vesseis (bordes. multi-well trays, tubas) to confinn 
geri% and lack of autolluorescence. 

3. Substrate Media 

Colilen. Colite-n-18. and Colisure media are avallable com-
mercially* in premeasured packets for preaence-absence testing 
or in disposable tubes for use in a rnultiple-tube forrnat. The 
Qtzarni-Traya" and Quanti-Tray/2000* are multi-well formats 
that may be usar.' with the premeasured packets to quantitate lhe 
coliform hacmria present in a sample. 

Store media according to directions and use before expiration 
date. Avoid prolonged exposure of media to direct sunlight 
Disciard media that have changed color, appearance. and/or tex-
ture (media are hygroscopic and will clump and darken if ex-
posed to moisture). 

4. Procedure 

Begin analysts by mixing lhe sample properly to promote even 
distribution of bacteria. For proper mixing to occur. samples 
should have headspace and be shaken vigorously for 7 s 
(back and forth 1 ft approximately 25 times). 

Failure to properly rnix sample can lead to erroneous results, 
as bacteria are known to clump together and are therefore noc 
homogencously distributed throughout sample. For instance. 
atou probable number (MIN) resulta are based on a Poisson 

Aveiluble from IDEXX Labermories. tiic,, Westbrook, ME. 

9-99 

(random) distribution of cella in lhe sample; faltare ia properly 
mix sample bafore analysis will residi in an MPN value that 
underestimates actual bacterial density. Removing a portion of 
sample without proper mixing—such as when performing pres-
ence-absence analyses with a single bottle (one honle used to 
both collr,ct and analyze sample)-may result in false negative 
resulta if lhe target organisms were clumped together and re-
rnoved fiam lhe bottle without being homogenized. 

1f lhe balde lacks enough headspace for adequate miaing, pour 
sample mino a larger sterde vessel ao it can be mixed properly. 
Measure out desfrui sample volume and proceed with analysis. 

For each medium or formal used, testa should be placed in the 
incubator within 30 min afiar medium is added to semeie. No 
manei- which formar is used, ali media must be incubated at 
35 ±: 0.5°C. Coldert meditam must be incubated for 24 Ii, 
Colilert-18 medium must be incubated for ãl8 h. and Colisure 
medium must be incubated for a24 h. 

The coliforrn testa described here have been developed to 
obtain optimal bacterial .growth ai the indicated ineubation tem-
pemtures. Failure to maintain this temperatura tbroughout incu-
bation could result in false negativa resulta, especially with the 
shorter incubation times for Coli1ert-18. To engato that samples 
are ai proper temperature for lhe enate incubation period, taba-
ratarias should pre-warrn samples after adding mediu os but be-
fore placing them in lhe incubator. 

To pre-warrn a test sample, placa it in a 35 0.5°C water bath 
for 20 min or in a 44.5 ±. 0.25C waterbath for 7 to 10 min ta 
bring it to incubation temperatura. "The laboratory may need to 
conduct load studies to determine how long samples need to be 
incubated for effcctive pre-warming (dependa cm nurnber of 
samples being incubated). Pre-warming is unnecessary if lhe 
Quanti-Tray formai is used. 

a. Presence-obsenee prneedure (P/A): Aseptically add con-
tenta of pa.cket containing premeasured medium to a 100-mL 
sample in a atedie, transparent, non-fiumeacent borosilicate giass 
or equivalent boleie or container. Aseptically cap and shake 
vigorously to dissolve medium. Some medium may ramais un-
dissolved. bui this will nau affect test performance. 

b. Multiple-robe proeedure: 
I) Multiple-tube procedure using a 5-ar 10-tuba MPN teut—A 

5-tuba series (20 triL sample per tuba) or 10-tuba series (10 mL 
sample per tube) can be used when bacteria leveis are anticipated 
to be fairly low or a fixed 100-mL sample volume must be 
analyzed (e.g., for regulatory compliance). 

Add a premeasured packet of medium to a well-mixed 
100-mL water semeie in a contairter and shake eigorously ia 
dissolve medium. Arrange tubas in rows of 5 ar 10 in a test tuba 
rack, and label each sei of tubas. Aseptically dispense 20 mL 
sample imo each of 5 sterile tubas or 10 mL into each of 10 
atente tubas. cap tightly, and mia vigorously to dissolve medium. 
1! using 10 tubas already containing premeasured medium (avail-
able from manufacturer), asepcically dispense 10 mL sample into 
each tuba. 

Some medium partidas rnay remam n undissolved; this will not 
affect test performance. 

After incubation, reter to Tables 9221:11 and III to determine 
Use MPN of total califorms and E. eoli present 
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9-100 MICROSIOLOGICAL EXAMINATiON (9000) 

2) Multiple-mbe procedure using 15-tube MIN test—A 15-
tube test typically involves three serial diludons cif a sample. 
with each dilution inoculated into 5 tubes. Typieally, 5 tubas 
contain undiluted sample. 5 contam n a 1:10 dilution, and 5 coo-
min a 1:100 dilution. 

Use Uns technique when a water sample rnay contam n higher 
bacteria leveis and Mere is no requirernent to analyze a fixed 
volume (e.g„ when anaiyzing nonpotable waters). The number 
of tubes and sample volumes selected depend on the quality and 
characteristics of the water to be examined. To preclude any 
unwanted interaction with the medium, use only sterile, non-
buffered, oxidant-free water (e.g., deionized or distilled wmer) to 
prepara dihnions. 

When working with diluted Salriple$, best iaboratory practice 
is to ensure that ali tubes are in placa and Jabeled before analysis 
begins. Addidonally, use dum sterile pipeta to pipet each 
dilution because bacterial can-yover from dirty pipeta will make 
test resulta inaccurate. 

a) Using disposable tubas containing premeasured medium 
(available from manufacturer) 

1) Preparing sample for the undiluted series—Aseptically pipet 
10 rnl- of well-mixed sample Mio each of 5 tubas containing 
predispensed medium. Cap tubas and mix vigorously to dissolve 
medium. 

ii) Preparing 1:10 dilution—Aseptically pipa 10 mi. of well-
mixed sample into a sterile vessel containing 90 mL of sterile. 

111 
non-buffered. oxidant-free water (e.g., deionized or distilled 

ater). Mix well„Asepticatly pipet 10 mL of chis dilution into 
each of 5 tubes containing pre-dispensed medium. Cap tubes and 
Má vigorously to dissolve medium. 

iii) Preparing 1:100 dilution—Aseptically pipet 10 mL of 
well-mixed sample from Me 1;10 dilution loto a sterile vessel 
cornaining. 90 mi, oí sterile, non-buffered, oxidant-free water 
(e.g., deionized ar distilled water). Mix well. Aseptically pipet 
10 mia of chis dilution into each of 5 tubas containino pre-
disperised medium. Cap tubas and mix vigorously to dissolve 
medium 

b) Using packets of premeasured medis= 
i) Preparing sample for the undiluteal series—Add coe packet 

of premeasured medium soa sterile vessel containing 100 mL aí 
well-mixed sample, and mix vigorously to dissolve ince:hum. 
Aseptically pipet 10 ml, ai' surripie/ri-Miem mixture imo each of 
5 sterile, non-fluoreseing tubes. 

ii) Preparing 1:10 and 1:100 dilutions—Add coe packet of 
premeasured mediam to 100 ml. sterile. non-buffered, oxidant-
free water (e.g„ deionized or distilled water) in a sterile con-
tainer, and mix vigorously to dissolve medium. Aseptically pipet 
9 mL of prepared mediam into 10 sterile, non-fluorescing tubas. 
This preparation of enzyme substrate medium must be com-
pletes! 51 h oa adding sample to prepared medium, 

Ui) Inoculating tubes for 1;.10 dilution—Aseptically pipet 
1 'TIL of well-lnixed sample imo each of 5 cubes containing 9 mL 

deilf prepared mediam. Cap and mix well. 
iv) Inoculating sobes for 1:100 dilution—Pipet 10 mi. of 

Wwell-mixed sample into a vessel cuntaining 90 mi... armila, non-
buffered. oxidant-free water (e.g., deionized or distilled water). 
Close and mis: well ;o dissolve meditar, Aseptically pipet 
1.0 mi. of this diluted sample into 5 tubos containing 9 mi of 
prepared mediam. Cap and mix well. 

TABU 92231 COLOS CHANCES FOR VAR1OUS MÉDIA 

Total 
Caliform 

Substrate Positive E. coli Positive $5g5tiv5 Rumai{ 

Colilert* Yellow Bise Coludess ur color 11.0ter 
Cohlert-18. fluaresvence *mu the euruparuierfro 

Boorescence 
Colisureo Red or Blue Yellow. pia, ar oranguino 

magenta Ilisoresretsee fluorescence 

For any additional dilutions needed, continue with the dilution 
process as described above. 

Afiar incubation, use Table 9221AV ta determine the IvIPN for 
both total coliforms and E.coli. 1f further dilutions were per-
formed, the MPN value must be multiplied by the dilution factor 
to obtain the propor quantitative resulta. 

c. Multi-well procedure: 'This procedure is performed with 
sterilized disposable multi-well trays leither the Quanti-Tray 
(51 well) or Quatni-Tray/20001. Aseptically add premeasured 
mediam from packet to a 100-mL water sample is a container 
and shake vigorously to dissolve medium. To open Quartti-Tray, 
use one hand to hold anis upright (with the well side facing the 
palm) eaui squeeze the upper part cif the [any ao is bends toward 
the patim. Gently fali tab to separata foil from tray, being 
careful not to touch the inside of either fali or tray. Add reagent-
water sample rnixture directly into tray, avoiding contact with 
foil tab. Gentio tap the man wells (Quand-Tray/2000) 2 to 3 
tisnes to release any air bubbles that may be trapped. Allow toam 
to settle, although some foam is acceptable. Placa tmy into the 
appropriate nibber insen with the well (plastic) side Facing 
down, and feed is imo the Quand-Tray sealer. The sealee dis-
perses the sample imo the wells and seals Lhe package. 

5. Interpretation 

a. Total conforta bacteria: The bacterial eezyme 13-e-galac-
tosidase hydrolyzes ONPG (Colilert and Colilert-18) to yield a 
yellow color and hydroiyzes CPRG (Colisure) to yield a sed or 
magenta color. After the miniatura incubation perINI. examine 
for the appropriate color change (Table 9223:1). If color response 
is not uniform throughout sample. mix by inverrsion before 
reading. 

Use ao unexpired color comparator (available from manufac-
turar) to ensure that Colilert and Colilert-18 test resulta are read 
accurately. The comparator used moas have the same volume in 
the same type of container as the s 

1) Colilert—If sample coloria as yellow as ar darker yellow 
than the comparator, then is is positive for total coliforms. If nos, 
then the sample is negativa for total coliforms. 

However, if the chromogenic response is ambiguous (color 
cannot be discemed) after 24 h, incubate sample for up to 4 h 
longes- to allow test color to intensify. 1! the color does become 
as yellow as or darker than that of the comparator within this 
period, then the sample is positive for total coliforms. ff not, then 
Lhe sample is negative for total coliforms. 

Colilert can be incubated for .528 h. After 28 h, negativa test 
resulta are sdll considered valid, bui positive resulta are not. 

2) Colilert-18-1f sample color is as yellow as or darker 
yellow than the comparator, Useis is is positive for total coliforms. 
If not, then it is negative for total coliforms. 
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ENZYME SUBSTRATE COLIFORM TEST (9223)/Enzyme Substrate Test 

Howeven if the chromogerUc response is ambiguous (colar 

cannot be discerned) atter 18 h, ineubate sample for up to 4 h 

longer to allow the test color to intertsify, tf the color does 
become as yellow as or darker than that of the comparator within 

Mis period. then the sample is positive for total coliforrns, If nas, 
then the sample is negativa for total coliforms. 

Colilert-18 can be incubated for ‘22 h, After 22 h, rtegative 

test resulta are stilt considered valid, but positive results are nat. 

Colisure—If the sample has a red or magenta color, it is 
positive for total colifonns. If the chromogenic response is 
questionable (color may he ortmge or pink) after 24 h, incubate 
sample for up to 24 h longer to allow test color to intensify. If 

color does becorne red or magenta within this period, then the 

sample is positive for total conforma.. 
Cal isure testa turn yellow atter medium is added; if color does 

not change to red or magenta afiar incubation, then the sample is 
negative for total conforma.. 

Colisure can be incubated for . .48 h. Afiar 48 h. results are 
not valid. 

Sornetimes a sample's high calcium-salt content can cause pre-
cipitation, bui This will nos affect the reaction. However, if the test 
medium turris ao inappropriate color (e.g., green or black) that 
interferes with test-result reading, another method must be used. 

12. Eschericido coli: The fluoragenic substrato MUG is hydro-
lyzed by the bacterial enzyme B-o-glucuronidase to yield a bluish 
fluorescence when viewed under long-waveiength (365-366 nm) 
UV light. The color change (indicating 0-o-galactosidase is 
active) and fluorescence (indicating 13-o-glucuronidase is active) 
together show that E coli is present 

Atter the minimurn ineuhation period. examine positive total 
conforto resta for a bluish fluorescence; use a long-wavelength 

(565-366 nrn) UV lamp with a 6-W bulb and hold it within 5 in. of 
sample in a dark environrnent Use a color comparator (availabie 
from the manufacturer) herrn its expiration date to ensure that test 
resulta are read accurately. The comparator used must have the 
same volume in the same type of contato& as the sample. 

1) Colliert—If the sample has a bluish fluorescence equal to or 
greater than that of a total-colifomi-positive comparator, then it 
is positive for E. coli. If the fluorescence is ambiguous (cannot 
be discerned) afiar 24 h, the sample tnay be incubated for opto 
4 h longer to allow the fluorescence to intensify. 1f sampte 
fluorescence does intensify to oval to ar greater dian that of the 
comparator within this period, then dia sample is positive for 
E. coii. 

If sample florescence remains leis than that of the comparator 
afta 28 h of incubation, then it is negativa for E. can. Samples 
that are negativa for total coliforrn bastaria are also negativa for 
E. coli. 

2) Cotilert-18—If the sample has a bluish fluorescence equal 
to or greater than that of a total-coliforrn-positive comparator, 
isco it is positive for E. coli. ff the fluorescence is ambiguous 
(cannot be discerned), the sample may be incubated for up to 4 h 
longer to allow the fluorescence to intensify. If sample fluores-
cence does intensify to equal to or greater than that of dia 
comparator within this period, lhes the sample is positive for 
E. coli. 

If sample florescence remáns less Man that of the comparator 
atter 22 h of incobation, Chen it is negativa for E. coa. Samples 
that are negative for total coliform bacteria are also negative for 
E. coli. 

9-101 

3) Colisure—If a total-colifotTn-positive sample fluorestes. 

then it is positive for E. coli. If the fluorescence is ambiguous 

(patinai be discerned), the sample should be incuhated for up to 

24 h longer to allow the fluorescence to intemsify. If the sample 

clearly filuoresces within this period. then it is positive for E. coli, 

If sample does not fittoresce after 48 h of incubation. then it is 

negativa for E. coli. Samples that are negativa for total coliform 

bacteria are also negativa for E. coli. 

6. Reoorting 

For the presence-absence procedure, report resulta as total 

coliforms and E. coli present or absent in a 100-ml., sample. 

For the multiple-tube procedure, calculate the MPN value for 

total coliforms and E cot/ from the number of positive tubas, as 

described in Section 9221C. 

For the multi-well procedure, determine the MPN from the 

appropriate MPN sabias obtained frota the tray manufacturar. 
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9224 DETECTION OF COLIPHAGES* 

9224 A. Introduction 

Coliphages are bacterial viruses that infect and replicate ia 
Esdserichia coli. They are shed in human and animal feres. 

eoealthoutift coliphages are ma known to be hazardous to human 
ioga, they are potentially importam microorganisms for mon-

itoring the microbial quality of water and wastewaters) 
The detection of coliphages has been of increasing inierest 

since á lias become afear that bacterial mornioring of waters and 
wastewarera may not adequately indicate the presence of viruses 
in ihose waters.2 The presence of pathogenic human viruses in 
waters is a public health concern. Vv'aterborne outbreaks of virai 
illnesses. auch as gastroe.nreri tis and hepatitis A, occur in the 
United States and elsewhere Detection cif banam enteric vi-
roses in water and wastewaters, however, is beyond the capeba-
ities of moas water laboratories. Such detection traditionally has 
required the use of cell culture techniques.5 These techniques are 
expansiva, require skilled personnel, and have beco both time-
and labor-intensive. Coliphage assays, on the other hand. are 
reiatively inexpensive. are easier to perform with trainect person-
fiel, and yield overnieht resuits. Coliphage assays have been 
proposed as ao alternative to human vima assays as an indicator 
of the virai quality of waters.6" 

Recent pmgress has beco ir.ade in the development of specific 
coliphage methods for evaluating waters and wastesvaters. Much 
of chis work has focused on the detection of the group of 
coliphages known as the malespecific RNA coliphages (also 
referred to as the F-specific RNA coliphages or FRNA coli-
phages).33 These coliphages are 20 to 30 nm in size, contai a 
single-strandecl RNA genorne, and have asa isometric morphol-

4,
gy. The y exclusively infect bacterial cells that possess ao 

rilhas, ao appendage used for bacterial conjugation. Their 

" Apprdved hy St:andare Kie)hod8 Cunitninee 2004. 
Jota Tua, Group: 22nd Edition-Fred P. Williams. Jr. and Ronald E. Stetler 
tco-chairs), Samuel II. Farrah, Merre Payinent. Marli D, Sobsey. William A, Yanko, 

significance lies in the fact that these coliphages are structuraliy 
similar to many human RNA viruses found in fecally contami-
nated waters. In particular, they resemble viruses of the picor-
navirus and calicivirus families, which include poliovirus: 
coxsacIdevirus; Norwaik and ()Mei* noroviruses; hepatilis A vi-
rua; and hepatitis E virus. The human viruses cannot replicate lis 
the environment Similarly. the inale-specifie RNA coliphages 
have only limited replication in the environment at temperatures 
below 300C.9 Male-specific RNA coliphages also resemble 
many human enteric viruses in being relatively resistant to 
disinfection heatment practices. Because 01 these characteristics. 
male-specifie RNA coliphages are promising candidate indica-
tors of human viruses in environmental waters. 

In the procedures presented here, medicais have been included 
for the detection of the male-specific RNA coliphages using host 
E. coli Famp and for the detection of somatic coliphages using 
E. coli C.1° Somatic coliphages. uniike the male-specific coli-
phages, are coliphages that do not require the presence of ao
F pilus to infect host relia. They represem a broad assortment of 
coliphage types and have often beta included in environmental 
studies. Also presented here is a procedure that uses ao alternate 
host bacterium. Salmonella lyphimuriton WG49. That host has 
been used by many laboratories to detem male-specifie RNA 
coliphages and it previously has been used in ore standard 
rnethod protocol» Although a double-agar-layer plaque assay 
has been specified in these procedures. a single-agar-layer 
method also is presenteai and cais be used as ao alternate plaque 
assay. Such a single-agar-layer assay has been incorporated imo 
a method developed for the examination of ground wateis.12 One 
addltional procedure, a rriembrane filter rnethod for assaying 
100-mL (and larger) sample volumes, is also presenteai here. 
Other methods are available elsewhere. One, ao enrichment 
method, has particular usefulness as a presence-absence assay.I3
Unless otherwise indicated in the procedures described here, 
refer to Sections 9060A and B for guidance about surripie cot-
lection, preservation, and storage. 
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