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Resumo

A contaminagdo da pimenta-do-reino por Salmonella é um problema frequente no varejo e em
remessas importadas. No entanto, sdo escassas as informagdes sobre a prevaléncia desse
patégeno nas fases iniciais da producédo da pimenta-do-reino. Este estudo buscou preencher
essa lacuna na pesquisa, determinando a prevaléncia, quantificando, rastreando e identificando
os principais sorovares de Salmonella presentes na pimenta-do-reino e nos ambientes de
produgdo agricola e beneficiamento do Espirito Santo. Amostras de pimenta preta (n=233) e
ambientais (n=175) foram coletadas em fazendas (n=354) e plantas de processamento (n=54)
na Regido Norte do Espirito Santo, Brasil. O patégeno foi detectado no solo (16,7%), residuos
de secagem (20,4%), frutos caidos (3,7%), frutos debulhados (14,3%) e gréos de pimenta secos
(22,2%) coletados em propriedades rurais avaliadas neste estudo. A Salmonella também foi
detectada em amostras de matérias-primas (11,1%), produtos de exportagado (16,7%) e residuos
de processamento (16,7%) coletados em unidades de beneficiamento que realizam a exportagéo
da pimenta-do-reino. Foram identificados 12 sorotipos ente os 54 isolados de Salmonella obtidos,
com maior prevaléncia de Salmonella Javiana (38,8%). De acordo com os resultados, as
contaminagdes podem ocorrer durante a colheita da pimenta-do-reino, aumentar ou persistir ao
longo da pés-colheita e permanecer nos grdos armazenados. O processamento realizado nas
empresas exportadoras nao foi capaz de eliminar ou reduzir essas contaminagdes a nivel seguro,
resultando na contaminacdo do produto destinado a exportagdo. A presenga do patégeno no
ambiente favorece a contaminagao dos frutos e dos grdos ao longo do processamento, no
entanto as contaminagbes podem ser mitigadas com a melhoria das condi¢des de higiene
durante o processamento e com a implantagdo das Boas Praticas Agricolas e de Fabricagéo
(BPA/ BPF). Mudangas no processo produtivo atual sdo necessarias para incluir tratamentos que
possibilitem a redugéo e o controle dessas contamina¢des com objetivo de garantir a seguranca
do produto. A criagao de politicas publicas capazes de melhorar o saneamento rural, difundir a
implantagdo das boas praticas agricolas e aprimorar as tecnologias de processamento s&o
fundamentais para promover as mudangas necessarias que resultardo na seguranga da pimenta-

do-reino produzida no Espirito Santo.

Palavras-chave: Especiarias, contaminagdao ambiental, secagem, boas praticas agricolas e

segurancga de alimentos.



Abstract

Contamination of black pepper with Salmonella is a frequent problem in retail and imported
shipments. However, there is scarce information about the prevalence of the pathogen in the
initial stages of black pepper production chain. This study sought to bridge this gap in research
by determining the prevalence, as well as quantifying, and identifying the main Salmonella
serovars present during black pepper primary production and processing. Black pepper (233) and
environmental (175) samples were collected from farms (354) and processing plants (54) in
Espirito Santo, Brazil. The pathogen was detected in soil (16.7%), drying waste (20.4%), fallen
berries (3.7%), threshed berries (14.3%), and dried peppercorns (22.2%) collected from farms.
Salmonella was also detected in samples of raw material (11.1%), export products (16.7%), and
processing waste (16.7%) collected from processing plants. A total of 12 serotypes were
identified, and Salmonella Javiana showed the highest prevalence (38.8%). According to the
results, contaminations can occur during black pepper harvest and post-harvest, increase or
persist throughout post-harvest and remain in the grains produced on rural properties. The
processing performed by exporting companies did not eliminate or reduce these contaminations
to a safe level, resulting in contamination of the product intended for export The presence of the
pathogen in the environment increases the risk of contamination of the fruits and pepper grains
during processing. However, this risk can be reduced by improving hygiene practices during
processing and by adopting Good Agricultural Practices (GAP) and Good Manufacturing
Practices (GMP). To ensure product safety, it is essential to prevent contaminations and to make
changes to the current production process, including the implementation of treatments that reduce
and control contamination. Public policies aimed at improving rural sanitation, promoting the
adoption of GAP, and advancing processing technologies are crucial for driving the necessary

changes that will ensure the safety of black pepper produced in Espirito Santo.

Keywords: spices, environmental contamination, drying, good practices and food safety
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1. INTRODUGAO

A contaminagdo de especiarias por microrganismos patogénicos € relatada em
diversas partes no mundo (OGUR, 2022; SAGOO et al., 2009; ZHANG, G. et al., 2017). A
pimenta-do-reino é a especiaria mais utilizada no mundo e, embora consumida em pequena
quantidade, apresenta grande relevancia para saude publica por estar presente em diversos
alimentos com ampla distribuigao geogréafica (SZUCS et al., 2018; ZWEIFEL; STEPHAN, 2012).
A presencga de Salmonella sp na pimenta-do-reino seca foi constatada nos Estados Unidos (Van
Doren et al., 2013; Zhang et al., 2015), Reino Unido (SAGOO et al., 2009), Turquia (HAMPIKYAN
et al., 2009; KARA et al., 2015; OGUR, 2022), Roménia (GYORGY et al., 2021), Japdo (HARA-
KUDO et al., 2006) e Brasil (COSTA et al., 2020; MATOSINHOS et al., 2020; MOREIRA et al.,
2009; VASCONCELOS NETO et al., 2009). Essas contaminagdes representam risco a saude
publica, caso o produto ndo receba tratamento adequado, e trazem prejuizos econémicos que
refletem em toda cadeia produtiva (KELLER et al., 2013; SAGOO et al., 2009).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de pimenta-do-reino, responsavel pela
producado de 128 mil toneladas em 2022 (IBGE, 2023). O principal destino da produgéo é o
comeércio internacional, com um volume de exportacdo de 116,5 mil toneladas em 2023, gerando
uma receita de 337 mil délares (FAO, 2023; MDIC, 2022). Os principais destinos da pimenta-do-
reino brasileira sdo os paises da Unido Europeia, Vietna e Estados Unidos (FAO, 2023; MDIC,
2022). O Espirito Santo é o maior produtor nacional de pimenta-do-reino com produgao de 76,5
mil toneladas em 19,47 hectares de area colhida (IBGE, 2023). A produgéo da pimenta-do-reino
desempenha um importante papel na ocupagdo da mé&o de obra, geragdo de renda e no
desenvolvimento socioecondmico da regido do Norte do Estado. E composta por pequenos e
meédios agricultores que comercializam sua produgao para cooperativas ou empresas privadas,
que por sua vez, comercializam o produto no mercado interacional. O alto rendimento por area
possibilita a implantagdo do cultivo em pequenas propriedades, o que torna a cultura uma
importante alternativa de renda para agricultores familiares da regido. Estima-se que 80% da
area de plantio encontra-se em propriedades rurais de base familiar, o que refor¢a a importancia
desta atividade para a distribuicdo da renda no meio rural (ESPIRITO SANTO, 2023).

Surtos de salmonelose ocasionado pelo consumo de especiarias contaminadas foram
relados na Unido Europeia e Estados Unidos (VAN DOREN, J.; NEIL; et al., 2013; ZWEIFEL;
STEPHAN, 2012). Para reduzir os riscos de introdu¢ao da Sa/monella em seus territérios, esses
paises implantaram sistemas de monitoramento e controle da qualidade de alimentos
importados, que incluem o monitoramento de Salmonella em remessas de especiarias
importadas (RASFF, 2022; VAN DOREN, J.; KLEINMEIER,; et al., 2013; ZHANG, G. et al., 2017).
Contaminagbes por Salmonella identificadas com frequéncias em pimenta-do-reino brasileira
exportada para Unido Europeia resultou na adogédo de controles especiais para entrada do
produto nos paises membros em 2019. A persistente e elevada taxa de detegao do patégeno
apos a adogao desses controles demonstrou que a importagdo de pimenta-do-reino brasileira
constitui um grave risco para a saude humana, justificando o estabelecimento de controles ainda
mais rigorosos para importagdo do produto em 2021 (EUROPEAN UNION, 2019, 2021, 2022).
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Essas agdes tiveram um grande impacto no destino das exporta¢des de pimenta-do-reino, com
redugao das exportagdes para os paises da Unido Europeia e aumento das exportagcdes para o
Vietna, que é um mercado de menor valor agregado (MDIC, 2022).

Contaminagdes por Salmonella sp. em pimenta-do-reino podem ocorrer durante o
cultivo e a pos-colheita nas propriedades rurais, no beneficiamento em empresas exportadoras
e durante o transporte até o pais de destino (KELLER et al., 2013). Podem ocorrer também no
pais importador, nos postos de importagao, no processamento e armazenamento nas industrias
de alimentos e no comércio varejista (ZHANG, G. et al., 2017). Salmonella ndo é capaz de se
multiplicar na pimenta-do-reino quando a atividade de agua (aw) é inferior a 0,96, mas pode
sobreviver por longos periodos e provocar surtos (KELLER et al., 2013). Portanto, medidas para
evitar e reduzir essas contaminagdes devem ser adotadas ao longo do processo do campo a
mesa, disponibilizando produtos mais seguros ao consumo e reduzindo o numero de surtos
alimentares.

Estudos sobre a prevaléncia de Salmonella em remessas de pimenta-do-reino
importadas e no varejo sdo frequentes na literatura, porém, ha uma lacuna de conhecimento
sobre a prevaléncia do patégeno nas etapas de pré e pds-colheita, no ambiente agricola e no
beneficiamento do produto destinado a exportagcédo. Considerando a importancia socioeconémica
do cultivo da pimenta-do-reino para o Espirito Santo e o impacto econdmico negativo das
contaminagdes por Salmonella nesta cadeia produtiva, torna-se necessario avaliar a ocorréncia
do patégeno na pimenta-do-reino produzida e rastrear sua ocorréncia nas diferentes etapas de
produgéao para identificar a origem dessas contaminagdes de modo a fundamentar estratégias e
policias publicas direcionadas a prevengao, monitoramento e controle do patégeno em sistemas

de produgédo da pimenta-do-reino no Brasil.
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2. DEFINIGAO DO PROBLEMA CIENTIFICO

Salmonella presente no ambiente de produgao pode contaminar os frutos de pimenta-
do-reino durante o cultivo e a pés-colheita e os grédos durante o beneficiamento, sobreviver ao
processamento e permanecer viavel nos graos destinados a comercializagao, mesmo quando os

frutos sdo submetidos a diferentes processos de secagem?

Hipéteses:

A presencga de Salmonella em agua, solo e residuos da secagem e beneficiamento
aumenta a probabilidade de contaminag&o dos frutos e dos gréos de pimenta-do-reino apés a
colheita. A secagem em secador mecanico a temperaturas superiores a 100°C pode reduzir as
contagens do patdgeno durante o processamento obtendo-se menor frequéncia de detecgao do
patégeno em graos oriundos de secadores quando comparado as frequéncias de detegéo de

Salmonella em grdos secos em terreiros e estufas.
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3. OBJETIVOS

Determinar a prevaléncia de Salmonella spp. na pimenta-do-reino produzida no Espirito
Santo, quantificar, rastrear e identificar os principais sorovares presentes na pimenta-do-reino e

nos ambientes de produgéo agricola e beneficiamento.

3.1. Objetivos especificos

e Caracterizar a produgao e identificar as principais praticas adotadas na produgcado da

pimenta-do-reino nas propriedades rurais,
e Determinar a ocorréncia de Salmonella na pimenta-do-reino produzida no Espirito Santo

e Detectar e quantificar Salmonella spp. em amostras ambientais (agua, solo e residuos

do processamento) e em pimenta-do-reino em diferentes etapas de produgao,

e |dentificar as principais espécies e sorovares isoladas da pimenta-do-reino e do seu
ambiente de produgéo.

e |dentificar a(s) etapa(s) em que ocorrem a maior probabilidade de contaminagio da
pimenta-do-reino.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Producéao de pimenta-do-reino

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma das especiarias mais consumidas no
mundo devido ao seu sabor e aroma diferenciados. Os principais produtores de pimenta-do-reino
séo Vietna, Brasil, Indonésia e india, que juntos respondem por 72,2% da produgdo mundial. O
Vietna é o maior produtor, responsavel por 36,1% da produgao que equivale a 270 mil toneladas.
O Brasil € o0 segundo maior produtor, responsavel por 128 mil toneladas, que representam 15,3%
da produc¢ao mundial (FAO, 2023; IBGE, 2023). Em 2023, o Brasil exportou cerca de 116,5 mil
toneladas de pimenta-do-reino que geraram a receita de aproximadamente US$ 337 milhdes. Os
principais destinos da pimenta-do-reino brasileira sdo a Unido Europeia, o Vietna e os paises da
Africa. No cenario nacional, os principais estados produtores de pimenta-do-reino sdo Espirito
Santo (59,6%), Para (32,8%) e Bahia (6,5%), que juntos sdo responsaveis por 98,5% da
produgéao nacional (IBGE, 2023; MDIC, 2022).

Atualmente, o Espirito Santo € o maior produtor nacional de pimenta-do-reino com
producao de 76,5 mil toneladas em 19.447 hectares de area colhida, com um rendimento de
3.935 quilogramas por hectare, valor superior a média nacional (IBGE, 2023). A maior parte da
pimenta produzida no Estado é destinada exportagdo, uma vez que o consumo interno dessa
especiaria no Brasil € muito baixo. Em 2023, o Espirito Santo foi o estado com maior
representatividade nacional na exportagdo de especiarias (62,8%), 0 que gerou uma receita de
US$ 212 milhdes (MDIC, 2022). O alto rendimento por area possibilita a implantagéo do cultivo
em pequenas propriedades, o que torna a cultura uma importante alternativa de renda para
agricultores familiares da regido. Estima-se que haja 11.500 produtores de pimenta-do-reino no
estado e que 80% da area de plantio encontra-se em propriedades rurais de base familiar (SILVA,
A.; SECUNDINO, 2016). Neste cenario, a pipericultura desempenha um importante papel no
desenvolvimento socioecondmico da regido do Norte do Estado, por proporcionar ocupagéo da
mao de obra, geracdo e distribuicao local da renda, melhoria da qualidade de vida e permanéncia

das futuras geracgdes na propriedade familiar.

A introducédo da pimenta-do-reino no Brasil ocorreu no século XVII no Estado da Bahia,
seguida pelos estados da Paraiba, Maranhdo e Para. No entanto exploragdes comerciais sé
vieram a ocorrer em 1933, com a introdugao da cultivar Cingapura na cidade de Tomé-Agu no
Para, e melhorias na tecnologia de produgédo como adubagédo e uso de tutores mortos. No
Espirito Santo, mudas oriundas do Para foram introduzidas em Linhares, no entanto, lavouras
comerciais surgiram na década de 1970 em Sado Mateus, impulsionadas pela politica de
erradicacao do café (MILANEZ; VENTURA; FANTON, 1987). Atualmente, lavouras comerciais
sdo encontradas em 31 dos 78 municipios capixabas, com plantios concentrados nas regides
mais quentes no norte do Estado, com destaque para os municipios de Sao Mateus, Jaguaré,
Vila Valério, Boa Esperanca e Nova Venécia. A expansao das lavouras tem relacao direta com
o mercado internacional, pois a pimenta-do-reino € uma comodity e seu prego esta atrelado ao

doélar. O aumento expressivo da produgao e da area cultivada ocorreu a partir de 2013
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impulsionado aumento de prego do produto no mercado internacional, o que tornou a atividade
altamente rentdvel aos produtores rurais e resultou em grande incremento tecnolégico com
expansao do uso da irrigacdo, melhoria de tratos culturais e melhoria do manejo fitossanitario
(SILVA, A.; SECUNDINO, 2016).

A cadeia produtiva da pimenta-do-reino é composta por lojas de revenda de insumos
para produgao, porém a presenca de fornecedores locais de tecnologia (genética e de inovagao),
maquinas e equipamentos ainda € incipiente. O plantio e o beneficiamento ocorrem em pequenas
e médias propriedades e, em menor grau, em grandes propriedades. A agregagao de valor a
produgéo é baixa, na regido nado ha industrias quimicas, farmacéuticas e cosméticas que utilizem
a pimenta-do-reino e seus derivados como matéria-prima. A industrializagdo do produto fica a
cargo da industria de alimentos e de condimentos, com maior relevancia das empresas
responsaveis pela secagem e comercializagdo da pimenta-do-reino em grdo. Os agentes
comerciais e de mercado sdo bem presentes na cadeia, especialmente representados pelas
trades de exportagdo (ESPIRITO SANTO, 2023).

O fruto da pimenteira-do-reino pode ser beneficiado de forma a obter trés tipos
diferentes de pimenta: a pimenta preta, a pimenta branca e pimenta verde, conservada em
salmoura ou liofilizada. No Brasil, a maior parte da producdo € de pimenta-do-reino preta,
também conhecida como pimenta-do-reino em grao (SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008). A Figura
1 representa o fluxograma das principais etapas da produgéo da pimenta-do-reino em grao e os
agentes envolvidos na produgao e comercializagao do produto destinado a exportagao.

PRODUTOR » ATRAVESSADOR (m)| EXPORTADOR

Mudas/ Plantio Transporte Recepcao
Tratos Culturais Armazenamento Limpeza
Colheita Analises Labotariais
Debulha Armazenamento
Secagem Exportacdo
Armazenamento

Figura 1. Fluxograma de producgéo da pimenta-do-reino e os principais agentes da cadeia de
produgdo no Espirito Santo

Fonte: elaborada pela autora
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Em 2006, as principais cultivares plantadas eram Bragantina, I¢ara, Cingapura,
Guajarina e Kottanadan (SERRANO; LIMA; MARTINS, 2006), mas atualmente prevalece a
Bragantina e em menor quantidade a Kottanadan. A florada da pimenteira ocorre a partir da
estagdo chuvosa, momento em que cada nova folha dos ramos plagiotrépicos é seguida de um
cacho que se apresenta no mesmo plano que a folha, porém em lado oposto. O pico da florada
ocorre entre janeiro e margo e a maturagao dos cachos ocorre entre oito e seis meses apos a
florada (SERRANO; LIMA; MARTINS, 2006). Mudancgas das condigdes climaticas tem alterado
as o pico de colheita, que acontecia dentre outubro e novembro, mas ocorreram entre maio e

agosto nas safras de 2022 e 2023.

A colheita da pimenta-do-reino é realizada quando os frutos estdo completamente
desenvolvidos, apresentando coloragao verde clara, amarelo ou vermelha. A colheita é realizada
manualmente e os cachos colhidos sédo colocados em baldes ou sacos de aniagem. A pimenta-
do-reino em grao é obtida a partir de frutos completamente desenvolvidos, nos estadios de
maturacdo “de vez” e maduro (SERRANO; LIMA; MARTINS, 2006). Apds a colheita, os frutos
ficam armazenados nos sacos até serem debulhadas e este tempo de armazenamento pode
comprometer a qualidade do produto caso haja multiplicagdo de fungos e bactérias. O processo
de debulha ocorre em debulhadora mecénica, que separa os graos da espigueta através de uma
chapa perfuradora, separando também sujidades maiores (SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008).

A secagem da pimenta pode ocorrer por processo natural ou mecanico. A secagem
natural ocorre em terreiros ou estufas e o tempo de secagem dependem das condicdes
climaticas. Nos terreiros, a pimenta é espalhada em camadas finas e permanece exposta ao sol
durante 3 a 5 dias, conforme as condi¢des climaticas. Durante a noite, a pimenta-do-reino é
aglomerada em montes que sao cobertos por lona para evitar absor¢cao de umidade. A secagem
em estufa é semelhante & secagem em terreiro, no entanto a pimenta-do-reino é seca sob uma
estrutura plasticas que retem o calor e protege o produto de chuva e orvalho. A secagem
mecanica é realizada em equipamentos onde o ar quente, oriundo de uma fonte de calor, &
forcado a passar pela massa de graos, removendo a sua umidade. O tipo de secador varia
conforme o tipo de fornalha, que pode ser de aquecimento direto ou indireto (VINHA; LIMA;
SECUNDINO, 2017).

A secagem mecéanica tem a vantagem de reduzir o tempo de secagem, viabilizar a
secagem em regides umidas ou periodos de chuvas e reduzir a interferéncia de condicdes
climaticas sobre o processo. O uso de secador de tambor rotativo, adaptado da secagem café,
€ comum na regido, principalmente em propriedades com grandes volumes produg¢ado. Quanto
ao tipo de fornalha, os secadores podem ser do tipo “fogo direto” ou “fogo indireto”. Os secadores
de “fogo direto” trabalham com temperaturas em torno de 180°C e gastam cerva de 25 horas
para secagem de 12 toneladas do produto. Ja os secadores de “fogo indireto” trabalham a
temperaturas menores, em torno de 100°C, e levam cerca de 36 horas para secagem
(SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008; SOUSA et al., 2024). Os secadores de “fogo direto” permitem

menor tempo de secagem e ndo dependem das condi¢gbes climaticas, no entanto, as altas
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temperaturas adotadas podem acarretar perda de compostos volateis e impregnacao de odor de
fumaga no produto (VIEIRA et al., 2022).

Os pimenta-do-reino em grdo é acondicionada em sacarias e armazenadas nas
propriedades rurais onde permanecem até a comercializagdo. Os atravessadores compram a
pimenta-do-reino dos produtores e comercializam para as empresas de exportacdo. As
empresas de exportagdo adquirem a pimenta-do-reino em graos dos atravessadores ou direto
dos agricultores, realizam limpeza, padronizagdo e classificagcdo do produto para entido
comercializa-lo no mercado internacional (ESPIRITO SANTO, 2023). Nessas empresas a
matéria-prima passa por avaliagdo de umidade e peso em hectolitro e posteriormente é
submetida ao processo de limpeza mecanica para retirada das impurezas. Depois de limpa a
pimenta-do-reino é classificada e acondicionadas em sacos de rafia ou bags, que sdo separados
por lotes submetidos a analises laboratoriais para controle da qualidade. O produto é entao
armazenado e comercializado no mercado internacional (SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008).

4.2. Surtos de salmonelose associados a consumo de especiarias

As doengas de origem alimentar configuram importante causa de morbidade,
mortalidade e dificultam o desenvolvimento socioeconémico em todo o mundo. Apesar de muitos
esforgos para prevenir e controlar a salmonelose transmitida por alimentos, o patégeno continua
sendo uma das principais causas de gastroenterite humana. Salmonella enterica nao tifoide é
um patégeno emergente e uma grande preocupacéo em diferentes regidées do mundo (WHO,
2015). Nos Estados Unidos, Salmonella foi o principal agente etiolégico de surtos alimentares
ocorridos entre 2016 e 2021. Em 2021, foi responsavel por 16 surtos multiestaduais, com 1.611
individuos doentes, 408 hospitalizagdes e quatro ébitos (CDC, 2023). Na Europa, Salmonella foi
a segunda principal agente etiolégico causador de gastroenterite de origem alimentar, com
65.208 casos, 11.297 hospitalizagbes e taxa de letalidade de 0,22%. A tendéncia geral das
infecgdes por Salmonella manteve-se estavel na Europa no periodo 2018 a 2022 (EFSA, 2022).
No Brasil, foram notificados 250 surtos causados por bactérias do género Salmonella entre 2010
e 2019, incluindo sorotipos tifoides e nao tifoides (ANVISA, 2020).

Surtos de salmonelose relacionados ao consumo de especiarias acometeram mais de
1.700 individuos em paises como Estados Unidos, Canada, Noruega, Inglaterra, Dinamarca e
Alemanha (VAN DOREN, J.; NEIL; et al., 2013; ZWEIFEL; STEPHAN, 2012). Salmonella enterica
subespécie enterica foi responsavel por 87% das doengas e 71% (10/14) dos surtos alimentes
associados ao consumo de ervas e especiarias ocorridos entre 1973 a 2010 nos Estados Unidos.
Pimenta-do-reino preta e branca, pimenta vermelha, paprica, curry, erva doce, sementes de anis
e mistura de especiarias foram atribuidos aos surtos provocados pelos sorotipos: Senftenberg
(2), Agona (1), Braenderup (1), Enteritidis (1), Javiana (1), Montevidéu (1), Oranienburg (1),
Rissen (1), Rubislaw (1), Saintpaul (1), Typhimurium (1), Wandsworth (1) e Weltevreden (1).
Pimenta-do-reino preta e branca foram responsaveis por metade dos surtos de Salmonelose
relatados por VAN DOREN, J.; NEIL; et al., (2013).
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O primeiro relato de surto provocado pelo consumo de especiarias foi atribuido ao
consumo de pimenta-do-reino, ocorreu no Canada entre dezembro de 1973 e maio de 1974 e
acometeu 17 pessoas. O patégeno foi identificado como Salmonella Weltevreden isolada em
amostras clinicas de pacientes e de pimentas coletadas em suas residéncias (WHO, 1974). O
maior surto de salmonelose associado a especiarias ocorreu em 1993 na Alemanha, com mais
de 1.000 casos e foi provocado pelo consumo de batatas fritas fabricadas com paprica
contaminada com trés sorotipos Saintpaul, Javiana e Rubislaw. Mesmo em baixas contagens
(0,04-0,45 NMP/g), Salmonella pode provocar surtos em larga escala quando presente em
produtos com baixa aw (LEHMACHER; BOCKEMUHL; ALEKSIC, 1995). Entre 2009 e 2010, nos
Estados Unidos, um surto de salmonelose acometeu 272 individuos e provocou a hospitalizagao
de 52, em 44 estados e no distrito de Columbia. O surto foi atribuido ao consumo de embutidos
produzidos com pimenta-do-reino preta e pimenta vermelha contaminadas por Salmonella
Montevideu, pela adi¢do desses apos a fermentagao e cura (GIERALTOWSKI et al., 2013). Na
Suécia, um dos maiores surtos de salmonelose ocorreu entre 2014 e 2015 e foi atribuido ao
consumo de duas marcas de uma mistura de especiarias contaminadas por Salmonella
Enteritidis (JERNBERG et al., 2015). Recentemente, suspeita-se que pimenta-do-reino seja o
veiculo de um surto provocado por Salmonella Schwarzengrund em paises europeus (EFSA,;
ECDC, 2023).

Especiarias desidratadas apresentam baixa aw (< 0,85) e por esse motivo nao
suportam o crescimento de bactérias patogénicas, sendo consideradas seguras durante muitos
anos. No entanto, essas bactérias sdo capazes de sobreviver nesses alimentos por longos
periodos e provocar surtos a medida que sdo consumidos (LIU, S. et al., 2022). Salmonella é
capaz de sobreviver por mais de 280 dias, possivelmente anos, em pimenta-do-reino com aw
inferior a 0,97 armazenada a 25°C e 35°C (KELLER et al., 2013). Esta sobrevivéncia prolongada
aumenta o risco de exposi¢ao, uma vez que especiarias possuem extensa vida de prateleira e
podem ser consumidas ao longo deste tempo (COULOMBE; TAMBER, 2022). Contaminag¢des
em ingredientes secos geralmente ocorrem em baixas concentragdes e sao distribuidas de forma
heterogénea, o que torna mais dificil a detecgdo dos patégenos (GIERALTOWSKI et al., 2013).
Embora consumidas em pequenas quantidades, as especiarias sao utilizadas em diversas
preparagdes culinarias, produtos prontos para consumo e alimentos industrializados, alcangando
muitos consumidores em varias regides geograficas. Diante desses fatos as especiarias
desempenham um papel relevante na transmisséo de patégenos alimentares e sua seguranca é
de fundamental importancia na avaliagdo de risco para ingestdo de contaminantes e para
protegdo da saude publica (SZUCS et al., 2018).

4.3. Salmonella enterica

A Salmonella é uma bactéria Gram-negativa, movel, em forma de bastonete e
anaerobia facultativa. A maioria delas fermentam a lactose, produzem sulfito de hidrogénio, sdo
oxidase negativa, catalase positiva, crescem em citrato como unica fonte de carbono,
descarboxilam a lisina e hidrolisam ureia (ANDINO; HANNING, 2015). O género Salmonella
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pertence a familia Enterobacteriaceae e engloba duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica. Salmonella bongori ndo possui subespécies e raramente é associada a
infecgdo humana, ja a Salmonella enterica possui seis subespécies: S. enterica subsp. enterica
(1), S. enterica subsp. salamae (ll), S. enterica subsp. arizonae (llla), S. enterica subsp.
diarizonae (llIb), S. enterica subsp. houteane (IV) e S. enterica subsp. indica (VI). A subespécie
enterica (l) infecta principalmente animais de sangue quente, enquanto as demais subespécies
(II-V1) sdo mais comuns em animais de sangue frio e no ambiente. Sorotipos da subespécie
enterica (l) séo associados a 99% das infecgdes por Salmonella em humanos (BRENNER et al.,
2000). Até 2019, mais de 2.600 sorotipos de Salmonela enterica foram identificados, a maior
parte deles (1.600) pertence a subespécie enterica. Embora a subespécie | apresente cerca de
1.600 sorotipos, apenas 20 deles s&o isolados com maior frequéncia e estéo relacionados a 70%
dos surtos de salmonelose (ELNEKAVE et al., 2020).

Bactérias do género Salmonella compartilham perfis bioquimicos comuns e um alto
nivel de similaridade genética, o que facilita a identificacao do género, no entanto, a identificagdo
das espécies e seus sorotipos requer recursos adicionais e conhecimentos especializados
(AGBAJE et al., 2011). Identificar e nomear o sorotipo € necessario para gestao clinica dos casos
€ para prevenir e controlar surtos com a identificagado de alimentos contaminados e das fontes e
origem da contaminag&o (IBRAHIM; MORIN, 2018; YOSHIDA et al., 2016). E importante também
para o controle das commodities agricolas, alimentos e racbes pela triagem de remessas
contaminadas com sorotipos vinculados a surtos em humanos ou presentes no ambiente e em
insumos utilizados em sua produc¢ao (GUARD, 2022). Portanto, a sorotipificagdo dos isolados de
Salmonella desempenha um papel fundamental para a saudde publica e para garantir o

abastecimento com alimentos seguros.

A nomenclatura e taxonomia da Salmonella é complexa e baseia-se na caracterizagao
antigénica dos sorotipos conforme esquema de White—Kauffmann—Le Minor (KWS). O método
tradicional de sorotipificagdo baseia-se no uso de anticorpos especificos para antigenos da
parede celular (O) e dos flagelos de fase 1 e fase 2 (H), que combinados resultam na férmula
antigénica (O:H1:H2) caracteristica de cada sorotipo (AGBAJE et al., 2011; CHATTAWAY;
LANGRIDGE; WAIN, 2021). Os sorovares das espécies bacterianas sdo caracterizados apenas
por sua formula antigénica, no entanto, os sorovares da subespécie Salmonella enterica subsp.
enterica (subespécie 1) sdo nomeados. O nome do género € mencionado e seguido pela palavra
"sorovar" (abreviado como "sor.") e, em seguida, o nome do sorovar, por exemplo, S. enterica
subsp. enterica sorovar (ou sor.) Panama. Para evitar confusdo entre sorovares e espécies os
nomes dos sorovares nao sao escritos em italico, iniciam-se com letra mailuscula e ndo deve ser
precedido de abreviagéo do género (AGBAJE et al., 2011). O uso continuado de nomes histdricos
e a padronizagado dessa nomenclatura pelos Centros de Controles e Prevencado de Doencas de
diferentes paises sdo necessarios para melhorar a comunicagao internacional e a compreensao
da associagao bioldgica, clinica, de transmissao e de surtos de salmonelose provocados pelos

sorovares da subespécie |.
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A tipagem baseada em métodos fenotipicos € um método eficiente, mas nao permite
avaliar a relagdo genética entre os sorovares, ndo fornecem uma perspectiva evolutiva e ndo
diferencia sorovares polifiléticos, limitando seu uso no rastreamento das fontes de contaminagéo
(ELNEKAVE et al., 2020). Essas limitagdes podem ser superadas com uso de métodos
moleculares como tipagem de sequéncia multilocus (MLST) e sequenciamento do genoma
completo (WGS). O WGS é o método molecular mais moderno, capaz de fornecer informacdes
sobre identidade de espécies, sorotipo, viruléncia e gendtipos de resisténcia antimicrobiana em
uma unica abordagem, o que aumenta sua eficiéncia na elucidagao de surtos e atribuigdo de
fontes de contaminacao (ASHTON et al., 2016; ELNEKAVE et al., 2020). Métodos moleculares
para determinagao de sorotipos baseados nos genes rfb, responsaveis ela expressao fenotipica
do antigeno O, e dos genes fliC e fljB, que expressam o antigeno H fases 1 e 2, permitem uma
interface com o KWS e possibilita maior rapidez na tipagem de Salmonella (ZHANG, Shaokang
et al., 2019). Essa ligagdo bem estabelecida entre os tipos de sequéncias e sorovares apresenta
uma oportunidade de atualizar o esquema, incorporando dados de sequéncia filogeneticamente
relevantes sem grandes modificagdes na nomenclatura ja consolidada (CHATTAWAY;
LANGRIDGE; WAIN, 2021). Ha um interesse global na substituicdo gradual do método fenotipico
pelo WGS para vigilancia em saude, com sistemas ja estabelecidos em toda a Europa, Reino
Unido, Canada e EUA. Maior velocidade, melhor precisdo e evolugdo das ferramentas de
bioinforméatica favorecem sua implementacao (TRAN et al., 2023). O custo do WGS supera o de
alguns métodos convencionais de deteccdo fenotipica e molecular, no entanto o potencial do
método em reduzir o numero de casos, principalmente em surtos prolongados, implica na

reducdo dos custos sociais gerados por surtos de salmonelose (FORD et al., 2021).

Do ponto de vista clinico, a principal diferenciagdo ocorre entre sovares tifoides e nao
tifoides. Os sorotipos tifoides (Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi) sdo hospedeiros
especificos de humanos e causam a febre entérica, forma invasiva da doenga, que pode evoluir
para septicemia e obito. A salmonelose nao tifoide é causada pelos demais sorotipos,
caracteriza-se por gastroenterite aguda autolimitada veiculada pelo consumo de agua e ou
alimentos contaminados (KURTZ; GOGGINS; MCLACHLAN, 2017). Sorotipos invasivos nao
tifoides foram registrados na Africa Subsaariana, China e india, afetam principalmente individuos
imunocomprometidos com taxas de letalidade média de 20,6%, mas que pode chegar a 72% em
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (JACOB et al., 2022; PICCINI; MONTOMOLI,
2020; ZHAN et al., 2019).

A principal via de transmissao do patégeno para humanos é o consumo de alimentos
contaminados. Animais infectados s&o reservatorios de Salmonella e tem a via fecal-oral como
principal fonte de transmisséo direta ou indireta para alimentos, ambiente e humanos (HALD,
2013). A relevancia da Salmonella como patdgeno de transmissdo alimentar pode ser atribuida
a duas caracteristicas principais: sua notavel diversidade genética e sua extraordinaria
capacidade de adaptacdo (GUILLEN et al., 2021). Mudangas nas caracteristicas da populacéo,
0 comércio global de alimentos, mudangas na estrutura industrial e no comportamento dos

consumidores sao fatores que contribuem para disseminagao e prevaléncia da Salmonella em
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diversas cadeias de producéo e distribui¢cdo de alimentos (HALD, 2013). Determinar como este
patdégeno interage com o ambiente, pessoas, animais e plantas € necessario para encontrar

novas medidas de controle em cadeias de producgéo e distribuicdo de alimentos (GUARD, 2022).
4.4, Contaminag¢des na pré-colheita

Casos de salmonelose relacionados ao consumo de produtos vegetais tém aumentado
continuamente na Europa e Estados Unidos, no entanto, pouco se sabe sobre a ecologia de
Salmonella enterica em sistemas agricolas (SCHIERSTAEDT et al., 2020; ZWEIFEL; STEPHAN,
2012). O ambiente de produgéo agricola é o primeiro ponto de contaminagao desses produtos e
compreender a ecologia e a epidemiologia da Salmonella nesse ambiente é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias capazes de reduzir sua ocorréncia em alimentos e evitar surtos
(BARDSLEY et al., 2021). A contaminag&o dos vegetais na fase pré-colheita estd diretamente
relacionada a presenca do patégeno no sistema solo-agua (Figura 2), que funciona como
reservatério e fonte de transmissdo de Salmonella para os vegetais durante o cultivo (IWU;
OKOH, 2019). Essa transmissao pode ocorrer pelo contato direto com o solo-agua contaminados
com a fixagdo das células na superficie de raizes, folhas e frutos, ou pela internalizacdo do

patégeno e colonizagéo dos tecidos vegetais (KLJUJEV et al., 2018).

Figura 2. Relagao entre ambiente agricola e hospedeiros na ecologia de Salmonella
Fonte: elaborada pela autora

O transporte de particulas pela acdo de ventos e respingos de chuva ou da irrigacéo,
também podem contribuir para transferéncia de Salmonella para folhas, flores e frutos (KUMAR
et al,, 2017; LEE, D. et al., 2019). A presenca de poeira € onipresente no ambiente de cultivo de
produtos e correntes de vento podem transporta-las do solo para os vegetais. Flores de tomate
apresentaram percentual de contaminagdes por Salmonella Newport em 29% das amostras apos
contato com particulas de poeira, o que resultou na presenca do patégeno em 66,6% dos frutos

e 77,7% dos calices (77,7%) desenvolvidos a partir dessas flores, indicando possibilidade de
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internalizagdo do patégeno (KUMAR et al.,, 2017). LEE, K. et al., (2020) evidenciaram a
transmissao de Salmonella do solo para plantagdes através de respingos de particulas de solo
gerados durante a irrigagédo ou chuva. O patégeno foi detectado nos respingos a altura de até 80
cm, indicando potencial de contaminagdes culturas com produgao préximas ao solo, e 0 maior

teor de umidade no solo foi relacionado a maiores contagens do patégeno no respingo.

Salmonella é capaz de persistir na filosfera da planta, escapar do sistema de defesa
vegetal e alterar seu proprio metabolismo para se adaptar ao ambiente vegetal, possibilitando a
colonizagado e multiplicagdo ao infectar a hospedeiro vegetal (ZARKANI; SCHIKORA, 2021). A
internalizagdo pode ocorrer via sistema radicular, com translocag¢do do patégenos para folhas,
flores e frutos, ou diretamente nas folhas e flores persistindo até o desenvolvimento dos frutos
como observado em tomates (ZHENG et al., 2013). O estresse ambiental pode contribuir para a
internalizagdo, visto que nessas condi¢des, populagdes sobreviventes tendem a migrar da
filosfera da planta para os estdmatos, internalizar e se multiplicar, resultando na contaminagao
de folhas como coentro e manjericao (LI, D.; UYTTENDAELE, 2018). Sabe-se que a colonizagéo
de plantas depende da persisténcia e do nivel de contaminacdo do patégeno no ambiente
agricola, das caracteristicas genéticas da cepa bacteriana, do tipo e da variedade da cultura, das
condigcdes do sistema de defesa da planta e do periodo do ciclo em que a cultura é contaminada
(GU et al., 2018; JECHALKE et al., 2019; ZARKANI; SCHIKORA, 2021).

A literatura carece de dados para avaliar o potencial endofitico da Salmonella em
plantas de pimenta-do-reino ou de outras especiarias, portanto, ndo é possivel estimar a
contribuigcdo deste mecanismo para contaminagéo dos frutos. Estratégias bem-sucedidas para a
prevencao de surtos de doengas associadas aos alimentos terdo de considerar a natureza da
interagdo Salmonella planta-fruto uma vez que processos de redugdo microbiana podem ser
menos efetivos na reducédo de patdgenos internalizados (JECHALKE et al., 2019; ZARKANI;
SCHIKORA, 2021).

4.4 1.Presenca de animais em campos agricolas

O principal nicho de Salmonella é o trato intestinal de humanos e animais de criagdo
(OLUDAIRO et al., 2023). Alta ocorréncia de Salmonella em 6rgéaos (56,9%) e fezes (50,9%) de
animais produtores de alimentos foi constatada em fazenda no sul da Itdlia, com maiores
ocorréncias em bufalos, aves e suinos, apesar da implementagéo de estratégias de controle do
patdgeno nesses sistemas de produgdo. Sorotipos associados a surtos na Europa e no sul da
Italia foram detectadas nessas criacbes e apontam para necessidade de intervengcbes mais
rigorosas no controle da produgédo primaria (PERUZY et al.,, 2023). Apds colonizar o trato
gastrointestinal, Salmonella pode ser excretada nas fezes, e a partir dai ser transmitida por
insetos e outros animais para o ambiente agricola ou vegetais. Salmonella ndo & parte da
microbiota endégena do ambiente agricola e sua presenga € decorrente de contaminagao por
fezes de animais (ANDINO; HANNING, 2015). Portanto o acesso de animais as areas de

producdo, o uso inadequado de esterco e contaminagdes por esgoto doméstico podem
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contaminar o solo e a agua, contribuindo para estabelecimento, sobrevivéncia e multiplicagao do

patégeno no sistema agua-solo-planta (THOMAS, G. A. et al., 2024).

Animais de vida selvagem também desempenham um importante papel como
reservatérios hopedeiros com potencial transmissdo para o ambiente, animais domeésticos,
alimentos e humanos (ANDINO; HANNING, 2015; OLUDAIRO et al., 2023). Em uma regido
desabitada do Baixo Amazonas, Brasil, foram isoladas 27 cepas de Salmonella em animais
selvagens capturados. Sorotipos da subespécie | foram isolados de marsupial; roedores e
pequenos répteis (LINS, 1970). Na regiao oeste da Amazodnia, também no Brasil, Salmonella foi
detectada em 24,1% das amostras de fezes de capivaras capturadas em area rurais e urbanas,
com uma incidéncia do patégeno em onze dos 54 animais amostrados (20,4%) (FARIKOSKI et
al.,, 2019). Roedores selvagens capturados em 13 fazendas localizadas no sul da Califérnia
apresentaram Salmonella (2,9%), Cryptosporidium (26,0%) e Giardia (24,2%) em suas fezes,
indicando possibilidade de disseminacédo desses patdgenos no ambiente agricola e em seus
produtos (KILONZO et al., 2013). Esses trabalhos reforgam o papel dos animais selvagens como
reservatorios naturais ao avaliar a epidemiologia da salmonelose. Animais silvestres sao
importantes na manutencao da fonte de infecgdo como portadores assintomaticos, causando
casos esporadicos ou episodios locais da doenca pela contaminagao direta ou indireta dos
alimentos (OLUDAIRO et al., 2023).

A ecologia da Salmonella esta diretamente relacionada a sua epidemiologia, que é
influenciada positiva ou negativamente pelas partes vivas e nao vivas do ambiente (OLUDAIRO
et al., 2023). As baratas podem ser um importante reservatorio e vetor mecanico de Salmonella
pela transmissao direta, através das fezes, ou indireta, transportando o patégeno em seu corpo.
Salmonella Typhimurium apresenta maior persisténcia no intestino de baratas do que em suas
fezes, além disso, baratas sdo capazes de transmitir cepas resistentes a antibidticos para outras
baratas, alimentos e agua (DONKOR, 2020). O transito de baratas foi relacionado a
contaminagdes cruzadas em casas, restaurantes e hospitais propagando surtos de salmonelose
e outras doengas em diversos paises. Também podem transmitir o patégeno para aves, anfibios,
répteis e roedores que se alimentam delas (DONKOR, 2020; OLUDAIRO et al., 2023).

O levantamento bibliografico realizado por PEES et al., (2023) concluiu que ocorréncia
de Salmonella em répteis foi maior em cobras (56,0%]), lagartos (36,9%) e tartarugas terrestres
(34,2%) e menor em tartarugas aquaticas (18,6%) e crocodilianos (9,0%), com predominio da
subespécie | (70,3%), seguida das subespécies llIb (29,7%) e Il (19,6%). Além disso, répteis
criados em cativeiro foram mais propensos a eliminar o patégeno do que os de vida silvestre. Em
campos agricolas na Costa Central da Califérnia, Salmonella foi isolada de cobras (51,0%),
lagartos (11,9%), pererecas (3,4%), sapos (0,6%) e na agua coletada no ambiente onde os
animais habitavam (12,6%). Os subtipos predominantes foram llla e lllb, menos comuns em
infecgdes humanas, mas a resisténcia a antibidticos identificada na maioria deles aponta para
risco desses animais atuarem como reservatoérios de genes de resisténcia a antibidticos. Cepas

da subespécie | foram isoladas com menor frequéncia, em animais e no ambiente, o que indica
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risco, mesmo que baixo, de contaminagao dos produtos nos campos agricolas, resultando em
recalls e surtos (GORSKI et al., 2013).

Compreender a ecologia da Salmonella em populagbes de passaros selvagens que
habitam areas préximas aos campos de producado de alimentos é importante para avaliar os
riscos de transmissao do patégeno para os cultivos. Na Califérnia, patégenos alimentares foram
detectados em oito das 60 espécies de aves estudadas (13,3%), no entanto a ocorréncia de
Salmonella (0,5%) nas fezes desses animais foi baixa (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2024). Os
autores também detectaram sorotipos patogénicos de Salmonella em lagarto, coelho e porco
selvagem que habitavam os campos agricolas e a deteccdo do mesmo sorotipo em duas
espécies animais distintas sugere disseminagéo do patégeno no ambiente. Estudos conduzidos
por SMITH et al., (2020, 2022) também constataram baixa prevaléncia de Salmonella em aves
selvagens presentes no ambiente agricola e identificaram que passaros que habitavam regides
préoximas a confinamentos foram mais propensos a transportar patégenos. FONSECA et al.,
(2020) sugerem que o impacto da presenga de passaros locais na contaminagao de alimentos
nos campos é minimo, e indica necessidade avaliar a ocorréncia desses patégenos em agua
estagnada utilizada para irrigacdo, principalmente em &areas de reflugio para passaros
migratérios. Mesmo diante da baixa prevaléncia de Salmonella em fezes de passaros silvestres,
0s riscos podem ser aumentados em bandos muito populosos ou que produzam grande
quantidade de material fecal ou influenciados por fatores sazonais, persisténcia do patdégeno no
ambiente e padroes migratérios (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2024).

4.4.2.Contaminagao da agua de irrigagao

A agua de irrigagdo é uma das principais rotas de transmissao de patdégenos para
vegetais e solos agricolas. A literatura carece de informagdes sobre a prevaléncia de Salmonella
no sistema agua-solo em propriedades rurais produtoras de especiarias, portanto o levantamento
bibliografico considerou a prevaléncia do patégeno na agua de irrigagao utilizada em produgdes
agricolas em geral. Estudos que contataram ocorréncia de Salmonella em &gua agricola foram
selecionados e a prevaléncia do patégeno em cada um deles foi calculada com base na relagéo
entre o numero de amostras positiva e o total de amostras analisadas. Esses calculos, em
conjunto com outras informagdes relevantes sobre o estudo foram organizados e apresentados
na Tabela 1. A partir dessa avaliagdo, constatou-se que a prevaléncia de Salmonella pode variar
entre 2,7 e 88,9% e que o patégeno pode ser detectado em sistemas de captagéo subterraneos
(pogos) e superficiais (rios, cérregos e lagoas). Maiores percentuais de detecgdo foram
observados em sistemas de captagao superficial e em agua de reuso, quando comparado a

aguas subterraneas.
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Tabela 1: Prevaléncia de Salmonella em agua de irrigagdo em diferentes paises no periodo de 2014 a 2024.

Pais/ Regiao

Bolivia, La paz
Marrocos, Meknes,
Vietna, Ho Chi Minh
EUA., Maryland
EUA., Meio-Atlantico
EUA., Meio-Atlantico
EUA

México, Noroeste
EUA., diferentes estados
Espanha, Sudeste
EUA., Georgia

EUA, Sudeste
Jordania

EUA, Oeste

EUA, Sudeste

EUA, Virginia

EUA, Virginia
Burkina Faso, Africa
Chile, Regiao Central
EUA, Virginia

EUA., Meio-Atlantico
EUA., diferentes estados
Italia, sudeste
Singapura

Brasil

Nigéria

Jordania

Canada

China

EUA, Pensilvania
Italia, Apulia

Origem da agua agricola

Agua superficial (rio)

Agua superficial/ &4gua de reuso
Agua superficial (rio)

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial/ 4gua de reuso
Agua superficial (lagoa)

Agua superficial (rio)

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial (lagoa)

Agua superficial (lagoa)

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial

Agua subterranea

N&o identificada

Agua superficial (rio)

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial e subterranea
Agua superficial

Agua superficial (reservatério)
Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial

Agua superficial e subterranea
Agua superficial

Agua subterranea

Amostras

(n)

36
17
61
188
196
168
107
143
107
113
507
340
90
666
170
490
400
56
1.080
120
1990
39
313
50
53
84
50
907
117
153
364

Ocorréncia

(n)

32
12
42
122
123
84
52
65
48
49
217
127
29
203
50
100
13
16
303
26
421

64
10
10
15

101
11

Prevaléncia (%)
(intervalo de
Confianga 95%)

88,9 (78,6 - 99,2)
70,6 (48,9 — 92,2)
68,9 (57,2 - 80,5)
64,9 (58,1 - 71,7)
62,8 (56,0 — 69,5)
50,0 (42,4 — 57,6)
48,6 (39,1 - 58,1)
455 (37,3 - 53,6)
44,9 (35,4 - 54,3)
43,4 (34,2 — 52,5)
42,8 (38,5 - 47,1)
37,4 (32,2 - 42,5)
32,2 (22,6 - 41,9)
30,5 (27,0 — 34,0)
29,4 (22,6 — 36,3)
20,4 (16,8 — 24,0)
3,3(1,5-5,0)
28,6 (16,7 - 40,4)
28,1 (25,4 — 30,7)
21,7 (14,3 - 29,0)
21,2 (19,4 - 23,0)
20,5 (7,8 - 33,2)
20,4 (16,0 — 24,9)

(

(

(

(

o~~~ o~ o~~~ o~ o~~~ o~

20,0 (8,9 — 31,1)
19,0 (8,4 — 29,6)
17,9 (9,7 - 26,0)
16,0 (5,8 — 26,2)
11,1 (9,1 — 13,2)
9,4 (4,1-14,7)
3,3(0,5-6,1)

2,7 (1,1-4,4)

Referéncia

POMA; MAMANI; INIGUEZ, (2016)
HASSANI; GHAZI; LAZIRI, (2023)
NGUYEN et al., (2021)
ACHEAMFOUR et al., (2021)

KIM et al., (2023)

SHARMA et al., (2020)

HARRIS et al., (2018)
GONZALEZ-LOPEZ et al., (2022)
PARTYKA et al., (2016)
TRUCHADO et al., (2018)

LEE, D. et al., (2018)

LUO et al., (2015)

BURJAQ; ABU-ROMMAN, (2020)
PARTYKA et al., (2018)

LI, B. et al., (2014)

GU et al., (2019)

GU et al., (2019)

SOMDA et al., (2021)

TORO et al., (2022)

MURPHY; WELLER; STRAWN, (2023)
ACHEAMFOUR; PARVEEN; HASHEM, (2024)
RAMOS et al., (2021)

PERUZY et al., (2023)

THAM; ZWE; LI, (2021)
CEUPPENS et al., (2014)
ABAKPA et al., (2015)

TARAZI; AL DWEKAT; ISMAIL, (2021)
JOKINEN et al., (2015)

YANG et al., (2024)

DRAPER et al., (2016)

DE GIGLIO et al., (2017)
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Nos Estados Unidos, surtos de salmonelose relacionados ao consumo de tomates e
pimentdes Serrano e Jalapefo foram atribuidos ao uso de agua contaminada durante a irrigagéo
das culturas apd6s uma investigagdo apontar similaridade genética entre estipes bacterianas
isoladas de lagoas de irrigagao e estirpes atribuidas aos surtos (GREENE et al., 2008; KLONTZ
et al., 2010). Na ltalia, PERUZY et al., (2023) constatam alta diversidade de sorotipos na agua
de irrigagcado, com maior prevaléncia do sorotipo Napoli, que esta entre os principais causadores
de surtos de salmonelose na lItalia. Na regido central do México, constatou-se que aguas
superficiais atuam como reservatoérios de sorovares de S. enterica relevantes para saude publica,
apos deteccdo de sorovares clinicos em agua de irrigacdo, vegetais e animais. A andlise
filogenética desses isolados evidenciou proximidade genética entre eles e as cepas envolvidas
em surtos ocorridos nos Estados Unidos e Canada. Embora n&o haja relagdo epidemioldgica
entre esses isolados, a proximidade genética identificada sugere que a contaminagéo das aguas
superficiais sdo um risco a saude publica e possuem um papel importante na disseminagao de
patdgenos em cadeias agroalimentares (BALLESTEROS-NOVA et al., 2022).

A contaminagdo da agua decorre da introdugéo continua ou pontual de material fecal
oriundo de descargas de esgoto, escoamento de aguas pluviais poluidas, praticas agropecuarias
inadequadas e presenca de fauna silvestre (GU et al., 2021; TORO et al., 2022). Cérregos, rios
e lagoas estao sujeitos a maior interferéncia de fatores antropoldgicos e ambientais, o que
aumenta o risco de contaminagao (TORO et al., 2022). A agua subterrénea é naturalmente
fillrada pelo solo e esta menos exposta as intempéries, mas pode ter sua qualidade
comprometida pela percolagdo de aguas residuais contaminadas ou pela captagdo em baixa
profundidade, préxima a latrinas e fossas sépticas (LIU, H.; WHITEHOUSE; LI, 2018). A
prevaléncia de Salmonella em aguas superficiais apresentou um comportamento sazonal, com
maior detecgdo na primavera e verao, que pode estar relacionado ao aumento da temperatura
ambiente e ocorréncia de tempestades (BURJAQ; ABU-ROMMAN, 2020; GONZALEZ-LOPEZ et
al.,, 2022; LUO et al., 2015; TORO et al., 2022). As mudangas climaticas, representada pelo
aumento da temperatura ambiente, inundagdes, tempestades e ventos fortes, exercem grande
impacto no ambiente agricola e em sua microbiota. Salmonella pode ser transportada de fontes
terrestres, como estrume e fezes de animais domésticos ou de vida selvagem, para aguas
superficiais e culturas alimentares durante tempestades e ventos fortes (CAVICCHIOLI et al.,
2019; TORO et al., 2022).

A avaliagdo do risco de transmissdo de Salmonella para os vegetais via agua de
irrigacao requer informagdes sobre a prevaléncia do patégeno na agua, o método utilizado para
irrigacao, o tipo de solo e o contato entre a agua e as partes comestiveis das plantas (DE GIGLIO
et al., 2017). A irrigagdo por gotejamento ou subterrdnea limita o contato direto entre o tecido
vegetal comestivel e respingos de agua, apresentando menor probabilidade de introduzir
patdégenos do que a irrigagao por sulco ou por aspersao (LI, D.; UYTTENDAELE, 2018).
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4.4 3.Irrigagdo com aguas residuais

A reutilizacdo de aguas residuais tratadas na agricultura apresenta uma solugao
promissora para a escassez de agua em muitas regiées do mundo, no entanto, pode implicar em
riscos a saude, caso os tratamentos adotados ndo sejam capazes de reduzir a presenca de
contaminantes. A qualidade das aguas residuais tratadas depende da origem da agua, do tipo
de utilizagdo e da tecnologia usada no tratamento (BOULARBAH et al., 2024; OFORI et al.,
2021). Salmonella e outros patégenos alimentares foram detectados em agua de reuso na Africa
do Sul, Arizona (Estados Unidos), Jordania e Nova Deli (india), demonstrando que essa pratica
pode implicar em riscos a saude publica (AL-QURAAN; ABU-RUB; SALLAL, 2020; HAJARE;
LABHASETWAR; NAGARNAIK, 2021; KGOPA; MASHELA; MANYEVERE, 2021; ZHU et al.,
2019). Ovos de helmintos e virus entéricos foram transmitidos para vegetais via irrigacdo com
aguas residuais em Gana e Portugal (ASIRIFI et al., 2021; FERNANDES et al., 2023). COSSIO
et al. (2021) indicaram risco de contaminagao por Salmonella, enterovirus e parasitas em alface
irrigada com aguas residuais na Bolivia, que foi atribuido ao baixo desempenho das estagdes de

tratamento de efluentes.

O tratamento das aguas residuais pode garantir sua seguranga e viabilizar seu uso na
irrigacdo. Na regido Meio-Atlantico dos Estados Unidos, SHARMA et al., (2020) identificaram
menor prevaléncia de Salmonella em lagoas de retengdo de aguas residuais (1,3%) quando
comparada a prevalecia em agua de rios (54,5%). Na Bélgica, VANMARCKE et al., (2024),
demonstraram que o armazenamento por até 32 dias da agua residual tratada reduz a
contaminagao por Salmonella a niveis seguros e concluiram que o tratamento de desinfegéo
contribui para garantir sua seguranca. Na Espanha, TRUCHADO et al., (2021) constataram
conformidade com os padrdes estabelecidos pela Unido Europeia para agua de irrigagédo
submetida a tratamentos avang¢ados de desinfecgéo, possibilitando o uso seguro para irrigagao.
Diante destes fatos, a Unido Europeia e Estados Unidos promulgaram regulamentos e diretrizes
para reutilizagdo de aguas residuais na agricultura com objetivo de permitir o uso e proteger a
saude publica (OFORI et al.,, 2021). No Brasil ndo ha regulamentacdo para uso de aguas
residuais na agricultura, o que compromete a seguranga de seu uso em termos de

contaminagdes ambientais e de saude publica (HANDAM et al., 2024).
4.4 .4 .Contaminagao do solo agricola

Salmonella pode ser introduzida no solo pela presenga de animais nos campos de
producéo, pelo uso de corretivos biolégicos mal compostados e pela irrigagdo com agua
contaminada (YANG et al., 2024). O risco de contamina¢ao das culturas depende da ocorréncia
e da persisténcia do patégeno no solo, que é influenciada por caracteristicas genotipicas da
cepa, fatores hidroldgicos e ambientais, praticas agrondmicas; microflora nativa, tipo de solo e
nutrientes disponiveis (ALEGBELEYE; SANT'ANA, 2023; DIEKMAN et al., 2024; EMCH,;
MOHAMED; CUSIC, 2020). Cepas de Salmonella foram capazes de sobreviver por 216 dias em
solo argiloso rico em matéria organica, mas apresentaram menor taxa de sobrevivéncia em solos
arenosos (ALEGBELEYE; SANT’ANA, 2023). Solos argilosos apresentaram um acréscimo de 30
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dias na sobrevida de Salmonella, com sobrevivéncia de 84 a 210 dias, conforme a cepas, em
solos irrigados. Maior persisténcia do patégeno (129 dias) foi observada em solos corrigidos com
cama de frango, com sobrevivéncia média de 40 dias a mais do que em solos n&o corrigidos
(BARDSLEY et al., 2021). A sobrevivéncia do patégeno no solo por tempo prolongado representa
risco de contaminagao de produtos agricolas, especialmente quando ocorre contato direto entre

as partes vegetais e o solo (DIAZ et al., 2022).

Dados sobre a prevaléncia de patdgenos transmitidos por alimentos em solos agricolas
ndo alterados sao relativamente limitados na literatura, portanto o levantamento bibliografico
incluiu também a ocorréncia de Salmonella em solos modificados por irrigagdo, adubagéo
organica e praticas de pastoreio (Tabela 2). Com base neste levantamento, constatou-se maior
ocorréncia de Salmonella em solos irrigados com aguas contaminadas por esgoto doméstico,
seguido de solos de lavouras integradas com pastoreio e solos com adubagdo com compostos
de origem animal. Em geral, solos nao tratados ou irrigados com agua sem contaminagao por
esgoto doméstico apresentaram baixa ocorréncia do patdégeno.

Tabela 2. Prevaléncia de Salmonella em solos modificados e ndo modificados com base em
estudos realizados em diferentes regides entre 2014 — 2024

Tipo de Amostras Amostras  Prevaléncia (%)
Pais, regidao tratamento (n) positivas (intervalo de Referéncia
dado ao solo (n) confianca 95%)
Marrocos, Irrigagdo com 11 6 54,5 (25,1 —84,0) HASSANI; GHAZI;
Meknes, agua residual LAZIRI, (2023)
Bolivia Irrigagdo com 12 4 33,3 (6,7 - 60,0) P~OMA; MAMANI;
agua INIGUEZ, (2016)
contaminada
EUA, Integragdo com 60 19 30,5(18,8 -42,3) DIAZ et al., (2022)
Oklahoma pastoreio
EUA, Sem pastoreio 15 2 13,3 (-3,9 - 30,5) DIAZ et al., (2022)
Oklahoma
EUA, Uso de cama de 2.016 25 11,6 (7,3 - 15,8) GU et al., (2019)
Virginia aves
Nigéria Uso de adubo 118 11 9,3 (4,1-14,6) ABAKPA et al., (2015)
organico
China Irrigagéo 36 3 8,3(0,0-17,4) YANG et al., (2024)
Servia Nao tratado 959 67 7,0 (5,4 -8,6) CUCAK et al., (2018)
EUA, Uso de adubo 192 9 4,7 (1,7-7,7) SHENG et al., (2019)
Washington  organico
EUA, Irrigacéo 240 10 4,2(1,6-6,7) COOK et al., (2023)
Virginia
Brasil Uso de adubo 78 2 2,6 (0,7 -8,9) CEUPPENS et al.,
organico (2014)
EUA, Irrigacéo 400 7 1,8 (0,5-3,0) MURPHY; WELLER,;
Virginia STRAWN, (2023)
EUA, Ohio Uso de adubo 844 13 1,5(0,7-24) HAILU et al., (2021)
organico
EUA Nao tratado 2.461 26 1,1 (0,7 - 1,5) RAMOS et al., (2021)
EUA, Florida Né&o tratado 239 1 0,4 (0,0-1,2) DIEKMAN et al.,
(2024)
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Airrigacao com agua de riachos contaminados por esgoto urbano e por aguas residuais
nao tratadas resultaram na contaminagéo do solo (45,5%) e dos vegetais (16,7%) produzidos em
fazendas urbanas e periurbanas no Marrocos. Solos tratados com agua residual apresentaram
maior frequéncia de contaminacao (80,0%), indicando que aguas residuais nado tratadas séo
fonte de contaminagao por Salmonella em solo agricola e podem contribuir para contaminagao
dos vegetais (HASSANI; GHAZI; LAZIRI, 2023). Na Bolivia, o solo irrigado pelo Rio La Paz em
regides agricolas a jusante da area urbana apresentou alta contaminagdes por patdogenos
entéricos (83%) e Salmonella (33%), resultando na transmissédo de patégenos resistentes a
antibiéticos oriundos do sistema agua-solo para os vegetais (POMA; MAMANI; INIGUEZ, 2016).
O pastoreio de gado em pomares de producdo de nozes nativas no sul dos Estados Unidos
contribuiu significativamente para contaminagéao do solo com uma prevaléncia de 31% em areas
com pastoreio, contra 13% em areas nao pastoreadas (DIAZ et al., 2022). Estudos mostram que
a prevaléncia de Salmonella foi relativamente baixa em solos ndo tratados com corretivos
organicos (COOK et al., 2023; DIEKMAN et al., 2024; MURPHY; WELLER; STRAWN, 2023;
RAMOS et al., 2021). TARAZI; AL DWEKAT; ISMAIL, (2021) identificaram que o uso de esterco
animal em terras a montante do rio Zarga, na Jordania, contribuiu para contaminagao da agua
de irrigacdo por multiplas estirpes de Salmonella resistente a antibiéticos, apds constatar
similaridade genética (84,6%) entre cepas de Salmonella Typhimurium presentes em esterco de

aves e cepas isolada em salsa cultivada nas margens do rio.

PENG et al., (2021) constataram aumento da diversidade filogenética e introdugcao de
patdégenos zoondticos, Salmonella e Listeria, no microbioma do solo tratado com esterco animal.
LI, W. J. et al., (2022) mostraram que a adubagdo com esterco também implicou em alteragdes
significativas nos microbiomas do solo, aumentando a carga de patdégenos humanos no
microbioma da planta. SHENG et al., (2019) contatou a presenca de Salmonella em diferentes
tipos de fertilizantes obtidos por esterco de laticinios e sua transferéncia para o solo (< 12 NMP/g)
em campos de produgdo de framboesa, ndo sendo mais detectado quatro meses apds a
aplicacdo. HAILU et al.,, (2021) identificaram a presenga de Salmonella (1,5%) e outros
patégenos resistentes a multiplos antibioéticos em solos tratados com esterco de aves e gado
leiteiro. Embora a ocorréncia de Salmonella tenha sido baixa, 77% dos isolados obtidos
apresentava resisténcia a multiplos medicamentos, com risco potencial de provocar surtos com

alto numero de tratamentos mal sucedidos e casos mais graves da doenga.

A competicdo com a microbiota indigena do solo por locais de colonizagao
desempenha um papel importante no controle da introdugdo de patégenos no solo e a redugéo
da diversidade favorece o estabelecimento de Salmonella em ambientes agricolas
(SCHIERSTAEDT et al., 2020). DEVARAJAN et al., (2021) comprovaram que solos organicos
geridos com culturas de cobertura e compostos continham mais macronutrientes e comunidades
bacterianas mais diversas que contribuiram para suprimir a Salmonella e a Listeria no solo.
Concluiram também que solo sem compostos apresentaram quatro a cinco vezes mais
Salmonella do que solos corrigidos com compostos, sugerindo que compostos e culturas de

cobertura contribuem para saude do solo sem aumentar a sobrevivéncia de patdgenos
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alimentares. SCHIERSTAEDT et al., (2020) constataram drastica redugcdo da abundancia de
Salmonella no solo com alta diversidade de procariontes indigenas e maior persisténcia em solos
com comunidade procaridtica reduzida e ressaltam a importancia da manutencdo de um
microbioma diversificado do solo como parte de uma estratégia de controle da Salmonella no

solo agricola.

4.5. Contaminagdo na pos-colheita e beneficiamento

Na colheita e pds-colheita, os principais riscos de contaminagédo dos vegetais estao
associados a procedimentos higiénicos inadequados. A pimenta-do-reino é colhida manualmente
€ os cachos coletados sao colocados em baldes e sacos para serem transportados até a area
de debulha. A lavagem incorreta das méos e o uso de agua contaminada para higiene pessoal
resultou em alta contagem de E. coli nas maos de produtores rurais e vendedores de produtos
frescos no Vietna (THI MAC et al., 2024). BRAR; DANYLUK, (2013) constataram contaminagao
cruzada entre as luvas utilizada pelos trabalhadores na colheita e os tomates colhidos, indicando
que Salmonella pode ser introduzida na cadeia de produgdo caso as luvas ndo sejam
higienizadas diariamente. Durante a colheita, a contaminagédo microbiolégica pode ocorrer pelo
contato do alimento com utensilios mal higienizados, como facas, caixas e baldes, ou com as
mé&os dos trabalhadores (LENZI; MARVASI; BALDI, 2021). A lavagem dos recipientes de colheita
com agua contaminada, lavagem e secagem inadequada dos utensilios usados na colheita, a
manutencgao dos recipientes diretamente sobre o chdo e a manutengao dos vegetais colhidos em
recipientes foram falhas de boas praticas identificadas em fazendas do Vietna (THI MAC et al.,
2024). A diversidade e as contagens microbianas na casca de caquis coletados no Japao
aumentaram apoés o contato dos frutos com a cesta e com recipiente de colheita de plastico,
demonstrando probabilidade de contaminagdo cruzada durante a colheita (IZUMI; HISA;
MURAKAMI, 2008).

A secagem é a principal tecnologia empregada para conservagao da pimenta-do-reino
e de especiarias em geral, confere ao produto estabilidade microbiolégica e permite sua
comercializagdo ao longo dos anos (KELLER et al., 2013). Durante este processo ocorre a
redugdo da umidade, que implica na redugao da atividade de agua (aw), medida que se refere a
quantidade da agua disponivel para a ocorréncia de reages fisico-quimicas ou biolégicas no
alimento (SYAMALADEV!I et al., 2016). A redugado da aw para valores inferiores a 0,96 impede a
multiplicacdo de Salmonella na pimenta-do-reino, permite sua sobrevivéncia por longos periodos
no produto (KELLER et al., 2013). Condi¢cdes ambientais desfavoraveis, como a baixa atividade
de agua, quando nao resultam em morte celular, podem gerar lesdes ou estresse nas células
bacterianas. Alguns patégenos como Salmonella spp. sdo capazes de ativar uma resposta
adaptativa complexa, aumentando sua tolerancia ao estresse osmotico e permitindo sua
sobrevivéncia em condigbes subdtimas ou mesmo subletais (SALIVE et al., 2020). Células de
Salmonella expostas a um ambiente de alta pressdo osmaética desenvolvem varias respostas

adaptativas que incluem o acumulo de solutos como K+ e osmoprotetores (betaina, prolina e
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trealose), mudangas na composi¢do e permeabilidade de suas membranas, degradacdo de
moléculas de RNA ribossémico e muitas outras consequéncias da ativagao de RpoS e RpoE
(GUILLEN et al., 2021; MORASI et al., 2022). Outra estratégia é a dorméncia, na qual a célula
reduz sua atividade metabdlica e entra no estado viavel, mas nao cultivavel (VNC), caracterizada
pela perda da capacidade de crescer em meios de cultura de rotina, dificultando a detecgao por

métodos convencionais.

O estado VNC é resultado da redugao da atividade metabdlica, dedugédo da expressao
génica e alteragbes morfoldgicas nas células bacterianas. A presenca de Salmonella VNC é uma
preocupacdo para industria de alimentos e para agéncias de saude publica, pois a ndo detecgéo
por métodos microbioldgicos convencionais subestima a ocorréncia do patégeno nos alimentos
(SALIVE et al.,, 2020). No entanto, a patogenicidade dessas células ainda € um assunto
controverso e levanta incertezas sobre seu real risco a saude. A perda simultanea da capacidade
de crescimento em meios de cultura e da patogenicidade para Salmonella VNC foi observada
pela maioria dos estudos avaliados por GUILLEN et al., (2021), no entanto relatos que
comprovam a manutencdo da sua patogenicidade também foram abordados. Os autores
concluiram que células VNC sdo menos patogénicas do que as cultivdveis e que a
patogenicidade atribuida a Salmonella VNC pode estar relacionada a reversao para o estado

cultivavel.

A desidratagao induz tolerancia cruzada a multiplos estresses em S. enterica, o que
limita a eficacia dos tratamentos quimicos e fisicos utilizados para reduzir sua ocorréncia durante
o processamento dos alimentos da fazenda até o consumo (GRUZDEV; PINTO; SELA, 2011). A
reducdo da aw resulta em aumento da resisténcia térmica, sendo necessario o tratamento em
temperaturas mais elevadas inativacdo da Salmonella em grdos de pimenta-do-reino. A
resisténcia térmica do patégeno depende da cepa, da composi¢céo do alimento e das condi¢des
de crescimento, o que demanda o desenvolvimento e validagdo do tratamento térmico para
garantir sua eficacia (GAUTAM et al., 2020). A capacidade da Salmonella sobreviver ao processo
de secagem é uma justificativa para ocorréncia de surtos associados ao consumo de especiarias,
visto que uma pequena parcela de células sobrevive ao estresse osmotico e € capaz de causar
doenga (BEUCHAT et al., 2013). Além disso, células subletalmente lesionadas ou em estado
VNC podem retornar ao estado fisiologico normal ao encontrar condigdes favoraveis e provocar
surtos (SALIVE et al., 2020).

Surtos de salmonelose envolvendo consumo de alimentos com baixa aw sao
consequéncias da dificuldade em controlar os niveis do patégeno nesses produtos (BEUCHAT
et al., 2013). As principais técnicas aplicadas pela industria de alimentos na redugdo das
contaminagdes em especiarias incluem fumigagdo com dxido de etileno (EtO), irradiagao e vapor
assistido por vacuo. A fumigagcdo com EtO é eficaz na redugdo microbiana, mas alteram cor e
sabor das especiarias e reduzem o teor de compostos volateis (DUNCAN et al., 2017). Além
disso, a pratica ndo € aprovada pela Unidao Europeia, portanto sua presenga em especiarias
importada por esses paises pode desencadear recall de produtos e notificagdo no sistema de
alerta rapido (RASFF) (KOWALSKA, A.; MANNING, 2022). A irradiagdo € um método eficaz e
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energeticamente eficiente para descontaminar temperos, porém ndo é aceita por grande parte
dos consumidores e pode alterar as caracteristicas do produto se empregadas altas de doses de
radiacdo (DUNCAN et al., 2017). O tratamento térmico pela pasteurizagdo com vapor a vacuo é
o principal método utilizado para redugao microbiana em especiarias, no entanto requer controle
e validagéo do tratamento térmico para garantir sua eficiéncia dada relevancia da influéncia da
aw na resisténcia térmica Salmonella. O uso de altas temperaturas para garantir essa eficacia
também pode comprometer caracteristicas sensoriais do produto (DUNCAN et al.,, 2017;
NEWKIRK et al., 2018).

Especiarias secas passam por sucessivos eventos de armazenamento,
processamento, embalagem e reembalagem até chegar ao consumidor final e este processo
pode ser entender por anos. Salmonella pode ser introduzida em qualquer dessas etapas, caso
os protocolos de boas praticas sejam negligenciados, e se multiplicar ao encontrar condi¢cdes
apropriadas, por exemplo, exposicdo acidental da especiaria a umidade durante o
armazenamento (KELLER et al., 2013). Pimenta-do-reino seca € um ambiente indspito para S.
enterica pela baixa aw e pela presenga de compostos antimicrobianos, no entanto, os sorovares
Tennessee, Anatum e Reading foram recuperados no produto apdés seis anos de
armazenamento (DAVIES et al.,, 2022). Essa sobrevivéncia prolongada foi relacionada a
alteragcdes no metiloma, capazes de alterar a expressdo génica, e mutagdées de nucleotideo
unico, especialmente em genes que regulam resposta ao estresse. HOFFMANN et al., (2020)
contataram que surtos ocorridos em 1998 e 2008 foram provocados pela mesma cepa de
Salmonella Agora, que persistiu nas instalacées de uma fabrica de cereais de aveia torrados
durante dez anos. Esse longo tempo de persisténcia pode ser justificado pela formagédo de
biofilmes nas instalagdes e por mudangas evolutivas impulsionadas pela pressédo de selegéo
exercida por métodos de redugcdo ou pelo processo produtivo, resultando em maior
sobrevivéncia, persisténcia e até mesmo crescimento em matrizes alimentares e no ambiente de
producdo. Além disso, cepas isoladas de ambientes com baixa aw sdo mais suscetiveis a
aquisicao de tolerancia a multiplos estresses, como calor, sais biliares e sanitizantes, do que
aquelas isoladas de alimentos com alta umidade, possibilitando maior persisténcia nesses
ambientes (DAVIES et al., 2022).

Condicdes de armazenamento que permitam a pimenta-do-reino absorver umidade do
ambiente podem contribuir para o aumento da aw no produto, modificando suas condicdes e
possibilitando o crescimento do patégeno. Além disso, se a secagem nao for homogénea ou se
houver condensacado na superficie, pequenas areas podem apresentar alta aw permitindo a
multiplicagcdo de Salmonella no local (KELLER et al., 2013). O patégeno também pode ser
transferido da pimenta-do-reino para o ambiente de processamento, criando nichos ambientais
e contaminando lotes futuros, a exemplo da investigagao relatada por GIERALTOWSKI et al.,
(2013), que constatou a presenca da cepa envolvida no surto em caixas lacradas de pimenta e

no ralo da sala de fermentacgao.
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4.6. Salmonella em especiarias importadas e no mercado varejista

O Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragdes (RASFF) foi criado em 1979 com
intuito de compartilhar informagées sobre seguranga alimentar em tempo real, tonando a
comunicacao entre os estados-membros da Unido Europeia (EU), a Autoridade Europeia para a
Seguranga Alimentar e a Comissdo Europeia mais eficiente. Sua base juridica encontra-se o
artigo 50 da lei geral dos alimentos (EUROPEAN UNION, 2002), tornando-se uma ferramenta
fundamental para adocdo de agdes rapidas capazes mitigar os riscos de perigos potenciais na
cadeia de alimentos, que podem impactar a seguranca alimentar e a saude do consumidor. O
sistema disponibiliza um banco de dados on-line interativo denominado “RASFF Window”

(https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/screen/search) que possibilita a pesquisa e torna

publica informagdes resumidas sobre as notificagbes RASFF.

Entre janeiro de 2020 e julho de 2024 o sistema RASFF registrou 2.677 notificacdes
para presencga de Salmonella em alimentos, dessas notificagcdes 363 (13,6%) foram atribuidas a
categoria de alimentos “ervas e especiarias”. O patégeno foi detectado 41 tipos de especiarias
importadas por paises membros da Unido Europeia, com maiores percentuais de detecgdo em
pimenta-do-reino (66,7%), paprica (6,3%), manjericao (3,6%), salsinha (1,9%), tomilho (1,9%) e
pimenta malagueta (1,7%). A pimenta-do-reino de origem de brasileira foi responsével por 220
(60,6%) notificagbes entre janeiro de 2020 e julho de 2024. O numero de notificagdes comegou
a aumentar a partir de 2017, coincidindo com o aumento da quantidade produzida, e
consequentemente, da quantidade exportada. Diante do aumento do nimero de notificagdes, a
Comissao Europeia publicou o Regulamento de Execugao (UE) 2019/1793 (EUROPEAN UNION,
2019), que estabelece o aumento temporario dos controles oficiais para a pimenta-do-reino
brasileira, aumentando a frequéncia de amostragem das remessas importadas de 5% para 20%.
A persistente e elevada taxa de detecdo do patdégeno apds a adogdo desses controles
demonstrou que a importacdo de pimenta-do-reino brasileira constitui um grave risco para a
saude humana, justificando o estabelecimento de controles ainda mais rigorosos para
importagéo do produto. Em dezembro de 2021, a Comunidade Europeia publicou o Regulamento
de Execugédo (UE) 2021/2246 (EUROPEAN UNION, 2021), que submete a pimenta-do-reino a
condigdes especiais para importagdo. Portanto, a partir de janeiro de 2022, as remessas de
pimenta-do-reino com origem brasileira devem estar acompanhadas por certificado oficial,
atestando a implantacdo de boas praticas e APPCC, e laudo de analise comprovando a auséncia
de Salmonella no lote. Além disso, uma nova frequéncia de amostragem foi determinada,
aumentando o percentual de analise de 20% para 50% das remessas. Essas agdes tiveram um
grande impacto no destino das exportagdes de pimenta-do-reino, com redugao das exportacdes
para os paises da Unido Europeia e aumento das exportagdes para o Vietna, que € um mercado
de menor valor agregado (MDIC, 2022).
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Figura 3. Producédo anual de pimenta-do-reino (t) e nimero de notificagdes no sistema de
Alerta Rapido para Alimentos e Ragbes (RASFF) pela presenca de Salmonella emitidas para
pimenta-do-reino brasileira entre 2012 e 2024.

Informacgdes sobre os sorotipos de Salmonella presentes nas remessas de pimenta-do-
reino brasileira estavam disponiveis em 52,7% (139/264) das notificacdes emitidas entre 2019 e
2022 (Tabela 3). Nenhuma das notificagbes emitidas em 2023 apresentou informagdes sobre os
sorotipos. Todos as remessas apresentavam contaminacgdes pela espécie Salmonella enterica,
sendo identificados 38 sorotipos da subespécie | (enterica) e um sorotipo da subespécie Il
(salamae). Os sorotipos detectados com maior frequéncia (> 10% das amostras) foram Javiana
(23,7%), Saintpaul (20,5%), Rubislaw (19,1%), Newport (17,0%), Poona (15,5%), Minnesota
(12,5%) e Oranienburg (11,1%). Mais de um sorotipo foi identificado em 73 das 139 remessas
(52,5%) e numero de sorotipos distintos em uma mesma remessa variou entre dois e seis. Os
sorotipos Javiana, Newport, Ponna e Oranienburg foram detectados com frequéncia em
remessas importadas em 2019, 2020, 2021 e 2022 (Figura 4).
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Tabela 3. Identificagao dos sorotipos de Salmonella presentes em remessas de pimenta-do-

reino brasileira importada por paises da Unidao Europeia entre 2019 e 2022.

Sorotipos identificados

Ocorréncia em diferentes
remessas (n)

Frequéncia do sorotipo em relagao ao

numero de notificacées* (%)

Subespécie | (enterica)

Javiana 33 23,7
Saintpaul 29 20,5
Rubislaw 27 19,1
Newport 24 17,0
Poona 22 15,5
Minnesota 17 12,5
Oranienburg 15 111
Matadi 12 8.8

Infantis 11 8,2

Morehead 11 8,1

Sandiego 11 8,1

Abaetetuba 9 6,6

Gaminara 9 6,6

Kiambu 7 5,1

Glostrup 6 4,4

Saphra 5 3.7

Agona 3 2,2

Braenderup 3 2,2

Coeln 3 2,2

Freetown 3 2,2

Miami 3 2,2

Muenchen 3 2,2

Albany 2 1,6

Cerro 2 1,5

Denver 2 1,5

Grumpensis 2 1,6

Panama 2 1,5

Schwarzengrund 2 1,5

Bonariensis 1 07

Bovismorbificans 1 07

Bredeney 1 07

Dreetown 1 07

Madelia 1 0,7

Michigan 1 07

Reading 1 07

Rohne 1 07

Senftenberg 1 07

Typhimurium 1 07

Subespécie Il (salamae)

Salmonella Il 42:r:- 2 1,5%

Fonte: elaborada pela autora com informagdes obtidas no portal “RASFF Window”

* Foram consideradas apenas notificagdes que continham informagdes sobre o sorotipo (n=139)

para calculo da frequéncia.
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Figura 4. Ocorréncia dos principais sorotipos de Salmonella em pimenta-do-reino brasileira
importada por paises da Unido Europeia por ano de notificagdo (2019 - 2022)

A ocorréncia de Salmonella em especiarias importadas pelos Estados Unidos foi
relatada por VAN DOREN, J.; KLEINMEIER; et al., (2013) e ZHANG, G. et al., (2017). Entre 2007
e 2009, Salmonella foi detectada em 187 das 2.844 remessas de especiarias importadas pelos
EUA (65,7% - IC de 95% 0,057-0,076), seguindo a mesma tendéncia ha trinta anos. Constatou-
se maior ocorréncia em coentro (14,5%), orégano/ manjericao (12,2%), curry (8,7%), cominho
(8,0%), paprica (7,1%), carcuma (6,8%) e pimenta-do-reino (4,5%) (VAN DOREN, J.; NEIL; et
al., 2013). A prevaléncia estimada de Salmonella em especiarias importadas nos anos fiscais de
2012 a 2015 foram estatisticamente iguais as estimativas realizadas para o ano fiscal de 2007 a
2009. Maior prevaléncia do patdgeno foi constatada em coentro (18,5), pimenta vermelha
(10,7%), orégano (10,2%), cominho (8,5%), sementes de gergelim (7,7%), pimenta preta (6,7%),
pimenta branca (6,0%), manjericdo (5,0%), curry (4,0%), alho desidratado (1,7%) e paprica
(3,5%). A prevaléncia de Salmonella em amostras coletadas no varejo foi significativamente
menor do que a estimada nas remessas importadas para todas as especiarias, exceto alho
desidratado e manjericdo. A menor ocorréncia em amostras coletadas no varejo pode estar
relacionada a aplicagdo de tratamentos para redugao de patégenos apds a entrada do produto

nos Estados Unidos ou antes de sua liberacao para comercializagdo (ZHANG, G. et al., 2017)

A ocorréncia de Salmonella em especiarias comercializadas no varejo foi relatada com
em diversos estudos publicados entre 2009 e 2022. Foram selecionados trabalhos que avaliaram
a ocorréncia do patégeno em duas ou mais especiarias com numero total de amostras analisadas

superior a 50. Os resultados obtidos nesses estudos foram utilizados para calcular a prevaléncia
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do patégeno (WILSON, 1927), que junto com outras informagdes relevantes, foram organizados
e apresentados na Tabela 4. Maiores ocorréncias foram constatadas em especiarias
comercializadas na Roménia (24,0%) e na Turquia (16,7%), enquanto menores percentuais
foram identificados em especiarias comercializadas no varejo dos Estados Unidos e Reino Unido.
Contaminagdes em pimenta-do-reino foram constatadas em todos os estudos. A presenga de
Salmonella também foi contatada em cominho (6 estudos), pimenta vermelha (6 estudos) e
coentro (4 estudos).

Tabela 4. Prevaléncia de Salmonella especiarias comercializadas em diferentes paises com
base em estudos realizados entre 2009 e 2024.

Prevaléncia (%)

;:lsi,gl . »(t:‘r;ostras (intervalo de szgl’:;?as contaminadas por Referéncia
9 confianga 95%)
Romenia 50 24,0 Anis, pimenta-do-reino, cominho, alho, (GYORGY et
(12,2 - 35,8) bagas de zimbro, orégano, salsa, al., 2021)
’ ’ hortela-pimenta, pimentao doce,
estragdo, agafrao
Turquia 54 16,7 Flocos de pimenta vermelha, pimenta  (OGUR,
(6,7 - 26,6) vermelha em po, pimenta-do-reino 2022)
moida
Japao 259 9,7 Pimenta-do-reino, pimenta vermelha (HARA-
6,1-13,2) KUDO et al.,
2006)
EUA 1.406 8,1 Manjericéo, pimenta-do-reino (pretae  (ZHANG, G.
(6,7 - 9,5) branca), coentro, cominho, curry em etal., 2017)
po, alho desidratado, orégano, paprica,
pimenta vermelha, gergelim
Brasil 236 55 Pimenta-do-reino, cominho (MOREIRA
(2,6 - 8,4) et al., 2009)
Turquia 420 2,9 Pimenta-do-reino, pimenta vermelha, (HAMPIKYA
(1,3 -4,5) cominho, coentro, gengibre N et al.,
2009)
Turquia 250 2,8 Pimenta-do-reino preta, cominho, (KARA et al.,
(0,8 - 4,8) pimenta malagueta 2015)
Reino 132 1,5 Pimenta da Jamaica, pimenta-do-reino, (SAGOO et
Unido (0,0 - 3,6) pimenta caiena, pimenta vermelha, al., 2009)
canela, coentro, cominho, curry, erva-
doce, feno-grego, garam masala,
horteld, quiabo, salvia, agafrao
EUA 7.250 0,2 Manjericdo, pimenta-do-reino, coentro, (ZHANG, G.
(0,1-0,4) curry em po, alho desidratado, et al,, 2017)

orégano, paprica, pimenta vermelha

A ocorréncia de Salmonella em amostras comerciais de pimenta-do-reino foi
constatada em diversos paises e regides. Os resultados desses estudos foram usados para
calcular a prevaléncia do patégeno (WILSON, 1927), que em conjunto com outras informacdes
relevantes foram apresentados na Tabela 5. A prevaléncia do patdégeno apresentou grande
variagao (0,2% - 66,7%) nas diferentes regides avaliadas. Maior prevaléncia do patdgeno foi
observada por COSTA et al., (2020) e por SILVA et al. (2013) em amostras coletadas na regido
nordeste do Brasil. Seis estudos identificaram Salmonella em pimenta-do-reino comercializadas
no Brasil em frequéncias que variaram entre 8,8 e 66,7%. Percentuais de ocorréncia mais

41



elevados foram identificados em estudos que avaliaram poucas amostras (entre 3 e 9), indicando

possibilidade de valores superestimados. Mesmo assim, ao considerar apenas estudos com mais

de 50 amostras, a pimenta-do-reino comercializada no Brasil continua apresentando maior

ocorréncia do patégeno (18,2 — 8,8%). Menores ocorréncias foram contatadas em pimenta-do-

reino comercializada nos Estados Unidos (0,2%), Romenia (2,0%) e Reino Unido (2,1%).

Tabela 5. Prevaléncia de Salmonella em pimenta-do-reino importada e comercializada em
diferentes paises (2009 - 2023)

Prevaléncia (%)

Pais, Regiao ,&Tostras (intervalo de Sorotipos identificados Referéncia
confianca 95%)

i 5 66,7
orasil, Reconcavo 9 o7 NZo identificado (Costa et al., 2020)

i i 57,1 . .

Brasil, Campina 7 N3o identificado (SILVA, J. F. da et

Grande (20,5 - 93,8) al., 2013)

Turquia, Bitlis 9 319 N&o identificado (OGUR, 2022)
quia, (231 - 88,0) ’

I 33,3 .

Brasil, Sdo Paulo, 3 Oranienburg MICHELIN, (2016)
(0,0 - 86,7)
Brasil, Sdo Paulo 66 18,2 Nao identificado IortElle @i el
' ' (8,9 - 27,5) 2009)

. 10,5 .. . (VASCONCELOS
Brasil 38 (0.8 - 20.3) Nao identificado NETO et al., 2009)
Brasil, Minas 8,8 . . (MATOSINHOS et
Gerais 227 (5.1-12.5) Nao identificado al., 2020)

Ball, Kentucky, Kingston,
Rissen, Thompson,
. Weltevreden, Bredeney
6,4 ’ ’
Esta(:tos EJnldos, 233 ’ Typhimurium, Newport, (ZZOle|¢NG et al,
importagao (3.3-96) Senftenburg, Stanley, a)
Ursenback e Subsp.
houteanae.
LITGJUIE, 50 6.0 Nao identificado (KARA et al., 2015)
Afyonkarahisar (0,0 -12,6) :
Agona, Typhimurium,
. Rubislaw, Derby
4.5 ’ ’
ifrtae‘r’fé: Unidosda 594 Enteritidis, Javiana, Ball, ;YA;“O%'?SREN et
(21-68) Braenderup, Canada, ”
Elokate e Vejle
. 3,3 - . (HAMPIKYAN et
Turquia, Istambul 60 Nao identificado
g (0,0 — 7,9%) al., 2009)
~ A 2,4 (HARA-KUDO et
Japao, Toquio 42 Weltevreden
P . (0,0 -7,0%) al., 2006)
Senftenburg, Poona
2,1 ) )
Reino Unido 243 Infantis, Schwarzengrund (2%/3(9300 et al,
(03-3.8) e Saintpaul. )
5 N
Roménia 50 0 N&o identificado (GYORGY et al,
(0,0-5,9) 2021)
. Bovismorbificans
0,2 ; ’
Estap]os Unidos, 1264 Duisburg e Subsp. (2ZOI;|¢NG et al,
varejo (0,0-0,5) arizonae, llla 41:z4:-. a)
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A identificagdo dos sorovares de Salmonella presentes na pimenta-do-reino é
importante para rastrear as fontes de contaminagao, avaliar risco a saude publica, previr a
doenca e elucidar surtos (BANERJI et al., 2020; YOSHIDA et al., 2016), no entanto apenas seis
dos 15 trabalhos identificou sorotipos presentes na pimenta-do-reino. A maior parte dos sorotipos
identificados foram da subespécie enterica (1), mas também foram identificados sorotipos das
subespécies houteane (IV) e arizonae (lll). Uma grande diversidade de sorotipos foi observada
na pimenta-do-reino importada e comercializada nos Estados Unidos (Van Doren et al., 2013;
Zhang et al., 2017) e no Reino Unido (SAGOO et al., 2009), o que pode indicar ocorréncia de
multiplas fontes de contaminagao. Sorotipos de relevancia epidemiolégica podem persistir em
ambientes de producdo de alimentos e se propagar rapidamente, provocando surtos
multiestados. A prevaléncia dos sorotipos varia em diferentes paises e regiées do mundo,
podendo persistir ou diminuir a incidéncia em uma area geografica ou em intervalos de tempo
distintos. A globalizagédo e os grandes volumes de alimentos comercializados no mercado
internacional favorecem a introdugao de novos sorovares de Salmonella nos paises importadores

incorporando-os em suas cadeias de produgdo (GUARD, 2022).

Falhas nos procedimentos de higiene durante o processamento dos frutos do campo a
mesa podem resultar na contaminagdo dos grdos de pimenta-do-reino por Salmonella As
especiarias podem ser contaminadas por Salmonella em diferentes pontos ao longo do processo
do campo a mesa, se nao forem aplicadas praticas de higiene adequadas (KELLER et al., 2013).
Aspectos peculiares dessa cadeia podem contribuir para aumento do risco de contaminacéo e
ampla disseminagdo do patdgeno. O comércio global de especiarias caracteriza-se pela
producgao e beneficiamento em paises menos desenvolvidos e comercializagdo em paises mais
desenvolvidos, tendo Europa e Estados Unidos como principais compradores. Grandes
distancias separam os locais de produgao e consumo, isso implica em aumento do tempo entre
a colheita e o consumo, que pode levar até anos (SZEKACS et al., 2018; ZHANG, G. et al., 2017).
Em geral, a produgéo ocorre em pequenas propriedades rurais pouco tecnificadas que realizam
a colheita e secagem do produto. Posteriormente o produto é submetido & padronizagao,
reembalagem e sucessivas etapas de transporte a armazenamento até chegar ao pais de destino
(KELLER et al., 2013). No pais de destino, as especiarias chegam aos consumidores apos
passarem por empresas importadoras, industrias de alimentos, servicos de alimentacdo e
comercio varejista. A mistura de especiarias de diferentes origens e seu uso em diversos
produtos, industrializados ou na gastronomia, favorecem a disseminag¢ao do patégeno, portanto,
a segurancga desse ingrediente é necessaria para prote¢gao da saude publica (LAKNER et al.,
2018).
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5. METODOLOGIA
5.1. Caracterizagao do estudo

O estudo foi conduzido em um periodo de trés anos, entre julho 2021 e junho de 2024,
na regido Norte do Espirito Santo e foi dividido em duas etapas que abrangem os quatro objetivos
especificos. A primeira etapa teve como objetivo caracterizar a produgao de pimenta-do-reino e
realizar uma triagem para selecionar propriedades com problemas de contaminagao do produto
por Salmonella. A segunda etapa teve como objetivo investigar da ocorréncia do patégeno no
ambiente agricola, ambiente de beneficiamento e na pimenta-do-reino coletada em diferentes

etapas do processamento e identificar os sorotipos.

5.2. Caracterizagdo da producgao, triagem e selegdo das propriedades

A caracterizagao da producgao foi realizada por meio do levantamento de dados
secundarios, avaliagao in loco e entrevista semiestruturada (Apéndice A) para levantamento de
dados qualitativos e quantitativos sobre a produgéo de pimenta-do-reino, principais tecnologias
implantadas pelo produtor, a adogdo de boas praticas agricolas (BPA) e percepgéo sobre as
contaminagdes por Salmonella. Os agricultores foram selecionados de forma aleatéria (n=47) e
as entrevistas foram realizadas em municipios do norte do estado entre margo de 2023 e abiril
de 2024. A triagem das propriedades para deteccdo de Salmonella na pimenta-do-reino foi
realizada por meio da selecéo aleatéria de 109 propriedades rurais localizadas nos municipios
de Sao Mateus, Jaguaré, Vila Valério, Rio Bananal, Nova Venécia, Conceigdo da Barra, Boa
Esperanga, Sooretama, Sdo Gabriel da Palha, Pinheiros, Pedro Canario e Linhares, cuja soma
das producgbes representa mais de 90% da produgdo estadual (IBGE, 2022). Uma amostra
indicativa de lote de aproximadamente 250g foi coletada em cada propriedade para avaliagao de
presencga/ auséncia de Salmonella em 25g. A detegéo ocorreu por reagdo em cadeia polimerase
(PCR) em tempo real conforme detalhado no item 4.4. As propriedades que apresentaram

resultado positivo foram selecionadas para a segunda etapa do projeto.

5.3. Monitoramento de Salmonella.
5.3.1.Monitoramento das contaminagdes nas propriedades rurais

Nove propriedades rurais com produgao e secagem de pimenta-do-reino, localizadas
nos municipios de Sdo Mateus (latitude: 18°43’40”, longitude: 40°14°01”; n=6), Jaguaré (latitude:
18°53'15”, longitude: 40°5'48”; n=2) e Rio Bananal (latitude: 19°15’45”, longitude: 40°20°'22";
n=1), regido norte do Espirito Santo (Figura 5), Brasil foram selecionadas para o estudo conforme
critério descrito no item 4.2. Trés delas praticavam a secagem em terreiros (P1, P2 e P3), trés
em estufas (P4, P5 e P6) e as outras trés em secadores de tambor rotativo com aquecimento
direto do ar (P7, P8 e P9). Trés empresas que beneficiam e exportam pimenta-do-reino em graos,
localizadas nos municipios de Sao Mateus (latitude: 18°42°40”, longitude: 39°52'30”; n=2) e
Linhares (latitude: 19°22’14”, longitude: 40°03’56”’; n=1) também foram incluidas nesse estudo.

A coleta de amostras nas propriedades rurais e nas empresas de beneficiamento foram
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realizadas em trés dias distintos durante os meses de julho e setembro em 2022 e em 2023,

totalizando seis coletas ao longo do estudo.

LEGENDA
Rio Bananal
Sdo Mateus
Jaguaré

Figura 5. Localizacao das propriedades rurais no Estado do Espirito Santo monitoradas no
estudo

Foram coletadas 408 amostras, sendo 233 amostras de pimenta-do-reino e 175
amostras ambientais. Nas propriedades rurais, a pimenta-do-reino foi coletada na planta (n=54),
no solo (n=54), apoés debulha (n=35) e no armazenamento (n=54). Amostras ambientais de solo
(n=54), agua (n=54) e residuo da secagem (n=49) também foram coletadas. Nas propriedades,
os pontos de coleta foram determinados aleatoriamente. Cada amostra de solo (900g) foi
composta por 10 por¢gdes de 90g coletadas em diferentes pontos. Amostras de agua (500mL)
foram coletadas na saida da irrigacdo mais préxima ao local de coleta do solo. Amostras de
pimenta-do-reino (500g) foram compostas por 10 por¢cdes de 50g coletadas em diferentes
plantas, locais do solo e sacarias. O residuo da secagem (5009g) foi obtido pela varredura de
terreiros, estufas e secadores, com escovas e pas higienizadas. As amostras foram
transportadas em caixas térmicas com gelo seco. O prazo maximo entre a coleta e a analise foi
de 24 horas para amostras de agua e de pimenta-do-reino e de trés dias para solo, residuos e

pimenta-do-reino em gréo.
5.3.2.Monitoramento das contaminagdes nas unidades de beneficiamento

No beneficiamento, foram coletadas 54 amostras nas trés empresas, sendo 36 de
pimenta-do-reino e 18 de residuo do beneficiamento. Amostras de pimenta-do-reino seca foram
coletadas na recep¢ao (n=18) e no armazenamento do produto destinado a exportagédo (n=18).
Para cada amostra (500 g), cinco subamostras de aproximadamente 100 g foram coletadas de
diferentes sacarias do mesmo lote e reunidas para formar uma amostra composta. As amostras
de residuo do beneficiamento (500g) foram coletadas nos equipamentos ou regiao préxima por
varredura com pas e escovas higienizadas. A Figura 6 representa os tipos de amostras e as

quantidades analisadas ao longo do estudo.
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Resumo do experimento

Propriedades Rurais

3 propriedades x 3 sistemas de secagem x 3
amostras/ safra x 2 safras = 54 amostras

Amostras de pimenta Amostras ambientais

Fruto na planta

Agua de irrigacéo
n=>54

n=54

Fruto no solo Solo agricola

n=>54 n=54
Fruto debulhado Residuo da
n=39 secagem
n=49
Pimenta seca
n=>54 Total = 358 amostras

Figura 6. Resumo da metodologia adotada na coleta das amostras de pimenta-do-reino e ambientais para rastreio das contamina¢des por Salmonella.

Industria Exportadora

3 unidades de beneficiamento x 3 amostras/ safra
x 2 safras =18 amostras

Amostras de pimenta Amostras ambientais

Matéria-prima = Residuo do
n=18 beneficiamento
=4 n=18

Produto para
exportacao
n=18

Total = 54 amostras
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5.4. Deteccao, quantificacao e tipificagao de Salmonella.

A determinacao de Salmonella em amostras de pimenta foi realizada por meio de teste
de diluigdo unica (10 x 25g) da técnica do numero mais provavel (NMP) (BLODGETT, 2010). A
deteccao de Salmonella spp. foi realizada pelo método PCR em tempo real utilizando o kit iQ-
Check Salmonella spp. Il (Bio-rad, EUA) que inclui as etapas de enriquecimento, extragdo do
DNA, PCR em tempo real e anadlise e interpretagdo dos dados. As amostras de pimenta foram
divididas em 10 porcdes de 25g e transferidas para 10 frascos contendo 225mL de agua
peptonada tamponada (BPW), seguida por incubagdo a 37°C por 18 + 2 horas para o
enriquecimento. Em seguida uma aliquota de 1mL de cada frasco da amostra enriquecida foi
transferida para um tubo Falcon esterilizado para obtengao da amostra composta. Uma aliquota
de 100uL da amostra composta foi submetida a extragdo de DNA pela adicdo de 100uL do
reagente de lise (Reagente A, Bio-rad, EUA), seguida homogeneizagdo da mistura por
pipetagem, incubagdo em termobloco pré-aquecido (97°C/ 15 minutos), homogeneizagdo em
vortex de alta velocidade e centrifugagdo por 2 minutos. Posteriormente, 5 yL do material foi
adicionado a 45 L da mistura das solugdes de amplificagdo (Reagente C, Bio-rad, EUA), primer
e sondas fluorescentes (Reagente B, Bio-rad, EUA) no poco identificado para a amostra na placa
de PCR. O mesmo procedimento foi realizado para os controles positivos e negativos (Reagentes
D e E, Bio-rad, EUA). A analise foi realizada no termociclador (CFX96, Bio-rad, EUA) e os dados
processados pelo software CFX Manager IDE (Bio-rad, EUA). Para cada amostra composta com
resultado positivo, o procedimento a partir do material enriquecido foi repetido para os dez
frascos.

Os resultados positivos para PCR foram confirmados pelo método de cultura em placas
conforme 1SO 6579-1:2017 (ISO, 2007). Uma aliquota de 0,1mL da amostra pré-enriquecida
coletada dos frascos positivos foi submetida ao enriquecimento secundario em caldo Rappaport
Vassiliadis (RVS, Himedia, Brasil) em banho maria a 41,5°C por 24h + 3h, seguida do isolamento
em placas contendo agar desoxicolato lisina xilose (XLD, Himedia, Brasil) incubadas a 37 + 1°C
por 24h + 3h (Figura 7). Colbnias tipicas e atipicas foram submetidas a testes bioquimicos pelo
método API 20E (APl 20E, Biomeritux, Franca) e a reagdo de aglutinagdo com antissoros
polivalentes (Probac, Sao Paulo, Brasil). Isolados positivos para Salmonella foram submetidos a
sorotipagem pelo método de aglutinagdo com antissoros especificos O e H e nomeados de
acordo com esquema de Kauffmann-White (GRIMONT; WEIL, 2007).




Figura 7. Col6nias de Salmonella em agar XLD e resultado de teste bioquimicos para dois
isolados distintos (a) Colbnias tipicas, (b) Coldénias com baixa producdo de H2S, (c) Colbnias
atipicas, (d) Perfil bioquimico de Salmonella

Quadro 1. Testes bioquimicos e fendtipo de Salmonella conforme bateria de testes API 20E®

Fenotipo

Teste | Componente ativo Reagoes enzima Salmonella Resultado

ONPG | 2-nitrofenil-BD- B-galactosidase Negativo Incolor
galactopiranosida

ADH L-arginina Arginina dihidrolase Positivo Vermelho alaranjado

LDC L-lisina Lisina descarboxilase Positivo Vermelho alaranjado

OoDC L-ornitina Ornitina descarboxilase | Positivo Vermelho alaranjado

CIT Citrato de trisédio Utilizagao de citrato Positivo Azul-esverdeado

H2S Tiossulfato de sédio | Produgao de H2S Positivo Preto

URE Ureia Urease Negativo Amarelo

TDA L-triptofano Triptofano desaminase | Negativo Amarelo

IND L-triptofano Produgéo de indol Negativo Incolor

VP Piruvato de sodio Produgéao de acetoina Negativo Incolor

Gel Gelatina Gelatinase Negativo Sem difuséo

GLU D-glucose Fermentagao - oxidagéo | Positivo Amarelo

MAN D-manitol Fermentagao - oxidagao | Positivo Amarelo

INO Inositol Fermentagao - oxidagdo | Negativo Azul-esverdeado

SOR D-sorbitol Fermentagéo - oxidacdo | Positivo Amarelo

RHA L-ramnose Fermentagao - oxidagédo | Positivo Amarelo

SAC D-sacarose Fermentagao - oxidagdo | Negativo Azul-esverdeado

MEL D-melibiose Fermentagao - oxidagao | Positivo Amarelo

AMY Amigdalina Fermentagao - oxidagdo | Negativo Azul-esverdeado

ARA L-arabinose Fermentagao - oxidagéo | Positivo Amarelo

Fonte: elaborado pela autora com base no manual do fabricante (APl 20E, Biomeritux, Franca)
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A determinacdo de Salmonella em amostras de solo e residuos da secagem e residuo
do beneficiamento seguiram a mesma metodologia descrita acima para a pimenta-do-reino, no
entanto utilizou-se a diluicdo Unica de 5x 25g (125g) de amostra. Amostras de agua (100mL)
foram concentradas por filtragdo a vacuo em membrana de éster de celulose, 0,22 um, 47 mm
(Milipore, EUA) antes do enriquecimento.

Salmonella foi quantificada pela técnica do numero mais provavel em uma diluigdo Unica
de 10 x 25g (250 g) para as amostras de pimenta-do-reino e 5x 25g (125g) para amostras
ambientais de solo, agua e residuo BLODGETT, (2010). A seguinte equacgao foi utilizada para

estimativa:
MPN/g=1/m=2.303xlog10> timj/> tj—gjmj

onde m denota a quantidade de amostra em cada frasco, > tjmj denota os gramas de amostra
em todos os frascos, > (ij — gj)mj denota os gramas de amostra nos frascos negativos. O limite
de deteccéo foi de 0,004 NMP/g e os resultados foram expressos em numero mais provavel por
grama (NMP/g).

5.5. Detecgao e quantificagao de Escherichia coli

Escherichia coli foi enumerada em amostras de pimenta-do-reino secas e na agua de
irrigagcdo como indicador de contaminagdo fecal. Amostras de 25g de pimenta-do-reino seca
foram misturadas a 225 mL de agua peptonada 0,1% (BPW, Kasvi, Brasil) e homogeneizadas
manualmente conforme ISO 6887-1 (ISO, 1999). Ap6s uma hora de repouso a temperatura
ambiente, 1 mL da diluigéo foi colocado em placas de Petrifiim® EC 6404 (3M, Minnesota, EUA),
seguindo as instrugbées do fabricante, com limite de detec¢cdo de 10 UFC/g (AOAC, 2019).
Colbnias azuis com produgdo de gas indicam presenca de E. coli (Figura 8). O resultado da

contagem foi expresso em UFC/g, com limite de detecgédo 10 UFC/g.

Figura 8. Contagem de E. coli e coliformes em Petrifilm EC 6404 (3M, Minnesota, EUA), E. coli:
colbnias azuis com gas, coliforme totais: colénias vermelhas e azuis com gas

Fonte: guia de interpretacao resultados das placas de Petrifilm® EC 6404 (3M, Minnesota, EUA)
A determinacgdo de E. coli nas amostras de agua foi realizada pelo método Colilert®

Quanti-Tray® 2000 (IDEXX, EUA), seguindo as instru¢gbes do fabricante. Os resultados foram

expressos em NPM/100 mL, com limite de detecgdo de 1 NMP/100 mL (AOAC, 2016).

49



5.6. Determinagao da atividade de agua

A atividade de dgua (aw) foi determinada nas amostras de pimenta-do-reino em até 48
horas apds a coleta pela medicao direta no analisador de atividade de agua (Labswift, Novasina,

Suiga) (Figura 9). As analises foram realizadas em triplicata.

Figura 9. Analisador de atividade de agua (Labswift, Novasina, Suica)

5.7. Analise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) para avaliar a prevaléncia
do patdgeno nas etapas de produgéo e beneficiamento da pimenta-do-reino. Para avaliagdo na
produgdo agricola utilizou-se trés fatores: o tipo de amostra (7), método de secagem (3) e
produtor (3) e para avaliagdo no beneficiamento foram utilizados dois fatores: tipo de amostra (3)
e empresa exportadora (3). Foram realizadas seis repeti¢des por tratamento. A prevaléncia de
Salmonella foi estimada utilizando o intervalo de pontuagao de Wilson com intervalo de confianga
de 95% (WILSON, 1927).

Testes ndo paramétricos foram empregados para avaliar diferengas significativas entre
os tratamentos, visto que os dados ndo atendem aos pressupostos de homocedasticidade e
distribuicdo normal, mesmo apds serem transformados. Utilizou-se, portanto, o teste de Kruskal-
Wallis (p > 0,000035), seguido pelo teste de Dunn para identificar grupos estatisticamente
diferentes para comparar tipos de amostras, métodos de secagem, propriedades e unidades de
processamento. Em complemento, os dados foram submetidos a analise de componentes

principais por kernel (Kernel PCA) e os resultados apresentados na forma de gréficos.

O teste exato de Fisher (p < 0,05) foi utilizado para avaliar diferengas significativas entre
a contaminacao pré-colheita e pés-colheita. A diversidade de sorotipos foi calculada em forma
de percentual, obtido pela razdo entre o nimero de ocorréncias de um sorotipo e o nimero total
de sorotipos constatados. A correlagao entre a presencga de Salmonella e E. coli na pimenta-do-
reino seca foi analisada pelo teste qui-quadrado de Pearson. A analise de varidncia (ANOVA) e
teste de Tukey foram utilizadas para analise de dados de atividade de agua com probabilidades

de analise de p < 0,05. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software R.
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6. RESULTADOS
6.1. Caracterizacdo da producgao, triagem e selecédo das propriedades
6.1.1.Caracterizacao da producao

Foram realizadas 47 entrevistas com produtores rurais dos municipios de Sao Mateus
(42,6%), Jaguaré (21,3%), Vila Valério (12,8%), Sao Gabriel da Palha (10,6%), Boa Esperanca
(8,5%) e Pinheiros (4,3%). A maior parte das lavouras possuem uma area de até 5 hectares
(81,3%), com no maximo 5.000 plantas (81,2%) e produgéo anual de até 10 toneladas por ano
(Figura 10).
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Figura 10. Frequéncia de propriedades por produgao anual de pimenta-do-reino (t/ ano)

6.1.2.Destinacéo dos residuos gerados na propriedade

A maior parte das propriedades estdo localizadas em comunidades rurais que nao
possuem acesso ao servigo publico de coleta de residuos soélidos. Constatou-se que apenas
44,7% (21/47) dos entrevistados possuem acesso ao servigo de coleta publica na comunidade,
no entanto, apenas 76,2% (16/21) utilizam o servico. Em contrapartida, 34,6% (9/26) dos
produtores que nao tem acesso a coleta publica levam os residuos até um local proximo que
possui acesso ao servigo. Portanto, estima-se que 51,9% dos agricultores destinem os residuos
para o sistema de coleta publica. O principal destino dos residuos sdlidos gerados nas
propriedades é destinado a queima (52,1%), seguido de compostagem (18,8%), coleta seletiva
(8,3%) e alimentacao animal (2,1%). A soma dos percentuais excede os 100% visto que 12 dos
48 entrevistados relataram adotar duas mais formas de destinagao do residuo sélido em suas
propriedades. A disposi¢cao inadequada desses residuos nas proximidades das lavouras ou
areas de secagem foi observada durante a coleta das amostras (Figura 11) e contribui para
atracdo e abrigo de pragas. Nenhum dos entrevistados relatou possuir acesso a rede de esgoto
e constatou-se que o principal destino do esgoto doméstico é o tratamento em fossa séptica
(77,1%), seguida da destinacao em fossas rudimentares (18,8%) e lancamento a céu aberto

(4,2%) no solo ou em cursos d’agua. O despejo de esgoto residencial sem tratamento em lagoas
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foi evidenciado (Figura 11), indicando que a auséncia de saneamento rural é um fator

preponderante para contaminagdo da agua utilizada na irrigagdo ou em pulverizagoes.

Figura 11. Destinacao dos residuos nas propriedades rurais. (a) Acumulo de residuos sélidos
nas proximidades das areas de secagem, (b) Despejo de esgoto doméstico a céu aberto com
risco de contaminacgéo da agua de irrigagao.

6.1.3.Praticas agricolas adotadas no cultivo da pimenta-do-reino

A maior parte dos agricultores (89,6%) ja ouviram falar sobre as contaminagdes por
Salmonella na pimenta-do-reino, no entanto 54,2% deles possuem algum conhecimento
superficial sobre as boas praticas agricolas e apenas 22,9% ja participaram de capacitagdo sobre
o tema.

O uso de fertilizantes, organicos ou nao, ocorre em 91,4% das propriedades, sendo
que em todas elas a aplicacao é feita diretamente no solo e em 36,2% a aplicagéo é realizada
também nas folhas. A adubacéo orgéanica esta presente em 70,2% das propriedades avaliadas,
no entanto o uso de adubo ndo compostado € uma pratica adotada em 31,9% das lavouras
(Figura 12). A falta de controle do processo de compostagem também incorre em risco de
contaminagdo, constatou-se que apenas quatro dos 15 produtores (26,7%) que utilizam adubo
compostado possuem controle e registro do processo. Além disso falhas na armazenagem do
composto organico foram constatadas em cinco das 33 propriedades (15,2%) que praticam

adubacao organica. O uso de lodo de esgoto nao foi observado nas propriedades estudadas.

[ Sim, com compostagem
1 Sim, sem compostagem
1 N&o utiliza

38%

Figura 12. Frequéncia de uso de adubo organico em lavouras de pimenta-do-reino
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Airrigacdo é adotada em 100% das propriedades estudadas, os principais sistemas de
irrigacao utilizados s&o microasperséo (43,8%), microjet (31,3%) e gotejamento (29,2%) (Figura
13). A agua de uso agricola, destinada a irrigagdo e pulverizagbes, é captada em represas
(63,8%), pocgos artesianos (25,5%), cérregos ou rios (12,8%), nascentes (6,4%) e pocos
escavados (2,1%). O somatério dos percentuais excede o valor de 100% pois sete das 47
propriedades (18,9%) possuem mais de uma fonte para captagéo de agua para uso agricola. O
uso de aguas superficiais € o mais comum para irrigagéo e pulverizagdes, estando presente em
85,1% (40/47) das propriedades estudadas. Apenas 6,4% dos agricultores informaram ja ter feito
andlise microbioldgica da agua captada, porém nenhum deles faz um monitoramento com
frequéncia regular para avaliar a qualidade da dgua de uso agricola. O uso de aguas residuais é
uma pratica pouco comum nos cultivos de pimenta-do-reino, ocorrendo em apenas uma das 47

propriedades estudadas.

(a) I (b)

Figura 13. Irrigagao de lavouras de pimenta-do-reino. (a) Captagéo superficial de agua para
uso agricola (irrigacéo e pulverizacao), (b) Sistema de irrigacéo por microjet implantado em
lavoura de pimenta-do-reino

O sistema de colheita manual prevalece e € adotado em 97,9% das propriedades
rurais. A coleta de frutos que caem sobre solo € uma pratica comum em 44 das 47 propriedades
estudadas (93,6%). Na maior parte delas (79,5%), a colheita de frutos no solo ocorre junto com
os frutos coletados na planta, ja em 20,5% os frutos sdo coletados separadamente. O uso de
utensilios limpos e em boas condi¢des de uso na colheita da pimenta-do-reino foi observado em
75,0% das propriedades, 47,9% dos entrevistados alegaram usar os recipientes exclusivamente
para colheita da pimenta-do-reino e observou que 81,3% dos produtores guardam estes
utensilios em locais protegidos. A higienizagdo dos frutos apds a colheita € uma pratica pouco
comum, presente em apenas uma das 47 propriedades avaliadas. A presenca de animais
domeésticos e de criagdo nas lavouras no periodo da colheita também foi evidenciada durante a

coleta das amostras (Figura 14)
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Figura 14. Colheita da pimenta-do-reino. (a) Colheita manual dos frutos na planta, (b) Utensilios
utilizados na colheita, (c) Frutos maduros caidos sob o solo, (d) Frutos secos e maduros
coletados no solo das lavouras, (e) presenga de animais no campo no periodo da colheita

A debulha mecéanica prevalece em 89,7% das propriedades. Os frutos colhidos ficam
armazenados a temperatura ambientes até que sejas debulhados e secos (Figura 15). Na maior
parte das propriedades a pimenta-do-reino colhida fica armazenada nos galpbdes de secagem
(30,9%), seguido do armazenamento na lavoura (20,5%), na tulha (20,5%), no terreiro (17,9%),
nas estufas de secagem (5,1%) ou em local definido (5,1%). Os frutos podem ficar armazenados
de um a trés dias até a secagem (62,1%), no entanto, em algumas propriedades esse
armazenado pode durar de quatro a sete dias (29,7%) ou ocorrer em periodos ndo informados
pelo agricultor (8,1%).
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(a)
Figura 15. Debulha da pimenta-do-reino. (a) Pimenta-do-reino armazenada para ser debulhada,
(b) Equipamento utilizado para debulhar a pimenta-do-reino

A maior parte dos agricultores (55,3%) cultivam e secam a pimenta-do-reino na
propriedade, 23,4% secam parte da produgao na propriedade e terceirizam outra parte para
outros agricultores que prestam servico de secagem, normalmente em secadores. 21,3% dos
entrevistados nao realizam secagem na propriedade e terceirizam todo processo pés-colheita. A
secagem da pimenta-do-reino ocorre em trés sistemas: a secagem em terreiros, estufas e
secadores mecanicos, podem utilizar fornalhas com aquecimento direto ou indireto dos frutos
(Figura 16).

(c)
Figura 16. Sistemas de secagem da pimenta-do-reino adotado no norte do Espirito Santo, (a)
secagem em terreiro, (b) secagem em estufa e (c) secagem em secador de aquecimento direto.

O principal sistema de secagem adotado pelos agricultores € a secagem em terreiros

(52,6%), seguida da secagem mecanica em secador de fogo direto (34,2%), secagem em estufa
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(28,9%), secagem mecéanica em secador de fogo indireto (10,5%) e secagem em terreiros
suspensos (2,6%). O somatdrio dos percentuais ultrapassa 100%, pois 28,9% propriedades (11/
47) utilizam dois sistemas de secagem em sua produgdo, secando uma parcela em terreiro e
outra em secador de fogo direto (6/11), ou uma parcela em terreiro e outra em secador de fogo
indireto (2/11), ou parte em estufa e outra em secador de fogo direto ou indireto (2/11) ou

combinando a secagem em estufa com terreiro suspenso (1/11).

O tempo de secagem varia conforme o sistema adotado, a secagem em terreiro foi a
que apresentou periodo mais variado, de a um a dois dias (2/12 propriedades), trés a quatro dias
(6/ 12 propriedades) ou mais de cinco dias (3/12 propriedades). A secagem em estufa, sobre o
terreiro de cimento ou terreiro suspenso, apresentou menor variagao do tempo de duragéo, com
estimativa de 3 a 4 dias (4/8 propriedades) e mais de cinco dias (1/8 propriedades). A secagem
mecanica com sistema direto de aquecimento é o sistema de secagem mais rapido com duragéo
de no maximo 24 horas. A secagem mecanica com secador de fogo indireto dura entre um e dois
dias. Dez agricultores ndo souberam estimar o tempo de secagem de sua produgdo. A umidade
dos gréos ao final da secagem é avaliada visualmente em 60,4% das propriedades e o uso de

equipamentos de medicao foi constatado em 39,6% das propriedades.

Na maioria das propriedades (56,4%), a area de secagem nao € cercada, o que permite
0 acesso de animais e aumenta as contaminagées durante o processo. Equipamentos sujos ou
em condi¢des improprias de funcionamento contribuem para introdugdo de contaminantes no
produto (Figura 17). Constatou-se que 53,3% dos equipamentos estavam em mas condigbes de
higiene e com residuos do produto e 21,1% apresentavam mau estado de conservagéo e
funcionamento. A maior parte dos agricultores (52,6%) alegaram limpar os equipamentos ao
término de cada operagdo de secagem, no entanto 21,1% informaram n&o limpar os
equipamentos e 26,3% realizam a limpeza com menor frequéncia (mensal ou anual). Nao foi
evidenciado protocolos e registro da higienizacdo dos equipamentos nem protocolos
padronizados de limpeza. Reutilizar embalagens para ensacar a pimenta-do-reino seca € uma

pratica comum em 71,1% das propriedades e aumenta o risco de contaminagao cruzada.

Figura 17. Equipamentos em condi¢des improprias de higiene, com acumulo de pimenta-do-
reino de processamentos anteriores ou de residuos de secagem.

As condicdes de armazenamento das sacas nas propriedades rurais estdo
apresentadas pela Figura 18. As principais falhas identificadas foram: auséncia de barreiras para
0 acesso de pragas nos armazéns (64,3%), presenca de pragas e pequenos animais no
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armazém (60,7%), sacaria armazenadas com outros produtos (53,6%), sacarias acondicionadas
diretamente sobre o piso ou encostada na parede (35,7%) e presenca de produtos quimicos ou
material contaminante nos armazéns (32,1%). A maioria dos agricultores (58,3%) ndo monitora
a umidade dos graos de pimenta-do-reino durante o armazenamento e 20,8% fazem apenas o
monitoramento visual. Falhas durante o transporte também resultam na contaminacgdo cruzada
da pimenta-do-reino tais como uso dos veiculos para outras atividades na propriedade (78,9%),
auséncia de cobertura para protecdo da pimenta-do-reino transportada sob sol e chuva (60,5%)

e transporte do produto sem limpeza prévia do veiculo (36,8%).

Barreiras a entrada de pragas no depdsito 36% 64%
Deposto livre de pragas, pequenos animais e insetos - 39% 61%
As sacarias limpas e fechadas - 79% 2%
Auséncia de material estranho ou téxico - 75% o 25%
Auséncia de produtos quimicos ou contaminantes 68% \ 32%
Depdsito bem conservado e limpo - 82% - 18%
Sacarias sobre estrados e afastadas da parede e teto - 64% 36%
Armazenamento com outros produtos agricolas - 46% \ 54%
Local especifico para armazenamento - 82% - 18%
mrTrrrrrriria I mrTrrrrririria I
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Figura 18. Condigbes de armazenamento dos grdos de pimenta-do-reino nas propriedades rurais

A maior parte dos agricultores vende a pimenta-do-reino para atravessadores (72,3%),
que adquirem o produto de varios agricultores e comercializam para as empresas de exportagao.
Alguns produtores vendem diretamente para as empresas exportadores (38,3%) ou para
cooperativas e associagoes (12,8%). A somas dos percentuais ultrapassa 100% pois oito os 47
produtores comercializam os produtos para atravessadores ou diretamente para empresas,

cooperativas e associagdes. A maioria dos agricultores (74,5%) comercializam o produto para
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atravessadores ou empresas localizadas no municipio. A comercializagdo com a nota de
produtor rural foi constatada em 93,6% das entrevistas o que possibilita o rastreamento dos lotes

comercializados para as empresas de exportacdo.

6.1.4.Triagem e selegao das propriedades

Amostras de pimenta-do-reino (n=109) foram coletadas em propriedades rurais
localizadas em Sao Mateus (33,0%), Jaguaré (14,7%), Vila Valério (10,1%), Rio Bananal (9,2%),
Nova Venécia (7,3%), Pinheiros (6,4%), Concei¢do da Barra (4,6%), Sooretama (4,6%), Boa
Esperanca (3,7%), Pedro Canario (2,8%), Sao Gabriel da Palha (2,8%) e Linhares (0,9%). A
caracterizagdo das amostras por tipo de secagem esta representada na Figura 19, ressaltando

a prevaléncia das amostras oriundas da secagem em secador de fogo direto (55,0%).

23
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Figura 19. Origem das amostras conforme o sistema de secagem adotada.

A prevaléncia de Salmonella nas amostras coletadas na primeira etapa do estudo foi
de 3,7% (IC 95%, 13,5 - 23,4%). As quatro amostras positivas foram coletadas nos municipios
de Vila Valério (2), Jaguaré (1) e Rio Bananal (1). Trés das quatro amostras positivas eram

oriundas de estufas e apenas um era proveniente da secagem em terreiro.
6.2. Monitoramento da Salmonella no ambiente de producéao agricola

A atividade de agua (aw) da pimenta-do-reino em gréo oriunda de propriedades rurais
variou entre 0,48 e 0,86 (0,64) enquanto a aw dos graos coletados em empresas de
beneficiamento variou entre 0,54 e 0,80 (0,62). Salmonella foi detectada em 43 das 233 amostras
de pimenta-do-reino analisadas (18,5%, com IC 95% 13,5-23,4%), sendo 38 oriundas de
propriedades rurais e cinco de empresas de exportagido. A probabilidade de detectar Salmonella
nas amostras coletadas nas etapas pos-colheita foi 8% maior do que na fase pré-colheita
(p=0,00004). Salmonella também foi detectada em 22 das 175 amostras ambientais analisadas
(16,7%, com IC 95% 0,0%-33,9%), sendo nove amostras de solo, dez de residuo da secagem e
trés de residuo do beneficiamento. Foram identificados 12 sorotipos: Javiana (38,8%), Agona
(11,1%), Saintpaul (9,3%), Typhimurium (7,4%), Newport (7,4%), Cerro (5,6%), Muenster (5,6%),
Euston (3,7%), Oranienburg (3,7%), Mbabdaka (3,7%), Heidelberg (1,9%) e Minnesota (1,9%)
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nos 54 isolados obtidos. Uma amostra do grdo e duas do fruto debulhado apresentaram
contaminagdo por multiplos sorotipos.

E. coli foi detectada em 34 amostras pimenta-do-reino seca (37,8%, com IC 95% 27,8-
47,8%), sendo 17 delas procedente de propriedades rurais e 17 de empresas de beneficiamento.
Salmonella e E. coli foram detectadas em seis amostras de pimenta-do-reino seca entre as 90
analisadas e nao foi observada uma correlagdo entre a presenga de Salmonella e E. coli
(p=0,087).

6.2.1.Monitoramento do patdégeno nas propriedades rurais

Salmonella esteve presente em 10,7% (IC 95%, 7,5 - 14,0%) das amostras coletadas
nas propriedades rurais. A tipagem dos 48 isolados oriundos de amostras coletadas nas
propriedades levou a identificacdo de 11 sorotipos: Javiana (18; 37,5%), Agona (5; 10,4%),
Saintpaul (5; 10,4%), Typhimurium (4; 8,3%), Newport (4; 8,3%), Cerro (3; 6,3%), Muenster (3;
6,3%), Euston (2; 4,2%), Mbabdaka (2; 4,2%), Heidelberg (1; 2,1%) e Minnesota (1; 2,1%). Uma
amostra de pimenta-do-reino em grao e duas de fruto debulhado estavam contaminadas por
multiplos sorotipos. Diferentes sorotipos foram identificados em grdos de pimenta-do-reino (8),
frutos debulhados (5), solo (5) e residuos de secagem (3). Salmonella Javiana foi o sorotipo
prevalente, sendo detectado em todos dos tipos de amostras ambientais e de pimenta-do-reino.

O percentual de amostras positivas para Salmonella, a contagem nas amostras
positivas e os sorotipos identificados para cada matriz analisada estdo representado na Tabela
6. Maiores percentuais de deteccao foram constatados na pimenta-do-reino em gréo (22,2%),
residuo da secagem (20,4%) e no solo (16,7%). Maiores contagens (>0,092 NMP/g) foram
constatadas no fruto debulhado e em grdos armazenados. Maior diversidade de sorotipos foi
constada nos graos (8), no fruto debulhado (5) e no solo (5).

Tabela 6. Prevaléncia, contagem e sorotipos de Salmonella em diferentes etapas da produgao
primaria e ambiente de producdo da pimenta-do-reino.

i Amo Prevaléncia (%) C¢ontagem
Tipo de . em positivos . o
amostra stra (Intervalo de (médla) SorOtIpos (/0)
(n) confianga 950/0) (NMP/g)
Agua 54 0,0 - -
Solo 54 16,7 0,008 a > Javiana (53,8), Saintpaul (23,1), Cerro (7,7),
(6,7 — 26,6) 0,064 Minnesota (7,7) e Newport (7,7)
Residuo 49 20,4 0,008 a > Javiana (50,0), Agona (25,0), Heidelberg
(9,1-31,7) 0064 (25,0)
Fruto na planta 54 0(0,0) - -
Fruto no solo 54 3,7 0,004 a 0,064 Nao identificado
(0,0 - 8,7) (0,034)
Fruto na 35 14,3 0,004 a > Newport (33,3), Agona (22,2), Typhimurium
debulha (2,7 - 25,9) 0,092 (22,2), Javiana (11,1) e Mbandaka (11,1)
Grao 54 22,2 0,004 a > Javiana (36,4), Muenster (13,6), Agona
armazenado (11,1 - 33,3) 0,092 (9,1), Cerro (9,1), Euston (9,1), Saintpaul

(9,1), Typhimurium (9,1) e Mbandaka (4,5)

Apenas contagens superiores aos limites de deteccéo foram apresentadas na tabela.
MPN, niumero mais provavel.
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Com base no tipo de amostra, a taxa de detecgdo de Salmonella foi mais alta em
pimenta-do-reino em gréos armazenada (22,2%), que foi significativamente maior (P < 0,05) em
comparagao com taxa de detecgdo em pimenta-do-reino coletada na planta (0,0%) e no solo
(3,7%) (Figura 20). A prevaléncia de Salmonella em frutos coletados na debulha foi de 14,3% e
nao apresentou diferencga significativa quando comparada as prevaléncias do patégeno o fruto
coletado na planta e no solo e também nao presentou diferenga significativa quando comparada
aos graos. A prevaléncia de Salmonella no residuo de secagem também foi significativamente
maior (P < 0,05) do que a detectada em agua e em frutos coletados na planta e no solo.

P-Value

0 0.05 01 02 03 0.4 05 06 07 0.8 09

Residuo -

Fruto seco (Grao) -
Fruto no sclo -

Fruto na planta -

Fruto na debulha - 0.70 .
Agua - -

Fruto na Frutona Fruto Fruto Residuo Solo

-
|
-

debulha planta no solo seco
(Grao)

Figura 20. Valores de p < 0,05 indicam que ha diferenga significativa entre a ocorréncia de
Salmonella nos grupos confrontados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e Dunn.

Salmonella foi detectada no solo em seis das nove (66,7%) propriedades estudadas,
com maior ocorréncia na propriedade P1, seguida das propriedades P3 e P5 (Tabela 7). As
analises estatisticas para avaliar a influéncia do sistema de secagem na prevaléncia de
Salmonella consideraram a soma das variaveis pos-secagem, graos e residuos. Constatou-se
que a secagem em terreiro apresentou maior prevaléncia e diferiu significativamente da secagem
em estufa (p=0,0013) e em secadores (p=0,0035), com maior prevaléncia do patégeno em graos
e residuos. Constou-se que nao ha diferengas significativas entre os percentuais de deteccao de

Salmonella em sistemas de secagem em estufa e secadores (p=0,6693) (Figura 21)
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Tabela 7. Prevaléncia e contagem de Salmonella no ambiente agricola e na pds-colheita da pimenta-do-reino em propriedades rurais que adotam diferentes
métodos de secagem.

Amostras ambientais

Amostras de pimenta-do-reino

Solo Residuo da secagem Fruto no solo Fruto debulhado Grao armazenado
Método de Origem N N N N N
secagem positivos/ Contagem em positivos/ Contagem em |amostras Contagem em amostras Contagem em amostras Contagem em
n positivos n positivos positiva/ n  positivos positiva/ n  positivos positiva/ n  positivos
amostras  (NMP/g) amostras  (NMP/g) amostras  (NMP/g) amostras  (NMP/qg) amostras  (NMP/g)
(%) (%) (%) (%) (%)
P1 3/6 (50,0) 0,008-0,018 3/6(50,0) 0,008 ->0,064 |0/6(0,0) - 3/6 (50,0) 0,074->0,092 1/6(16,7) 0,074
Terreiro P2 1/6 (16,7) 0,008 3/6 (50,0) 0,008 ->0,064 |0/6 (0,0) - 0/5 (0,0) - 3/6 (50,0) 0,004 ->0,092
P3 2/6 (33,3) 0,008 -0,031 3/6 (50,0) 0,008 ->0,064 |0/6 (0,0) - 0/5 (0,0) - 1/6 (16,7) 0,004
P4 1/6 (16,7) 0,008 0/5(0,0) - 0/6 (0,0) - 0/3 (0,0) - 1/6 (16,7) 0,008
Estufa P5 2/6 (33,3) 0,008 ->0,064 0/6(0,0) - 2/6 (33,3) 0,004 -0,056 1/5(20,0) 0,004 2/6 (33,3) 0,056 ->0,092
P6 0/6 (0,0) - 0/4 (0,0) - 0/6 (0,0) - 1/4 (25,0) 0,013 2/6 (33,3) 0,008 - 0,061
P7 0/6 (0,0) - 0/5(0,0) - 0/6 (0,0) - 0/3 (0,0) - 0/6 (0,0) -
Secador P8 0/6 (0,0) - 1/6 (16,7) 0,018 0/6 (0,0) - 0/2 (0,0) - 2/6 (33,3) 0,004
P9 1/6 (16,7) 0,008 0/5(0,0) - 0/6 (0,0) - 0/2 (0,0) - 0/6 (0,0) -

* Apenas contagens superiores aos limites de detecgédo foram apresentadas na tabela.

** Salmonella n&o foi detectada na agua de irrigacdo e nos frutos colhidos diretamente na planta
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Salmonella foi detectada em duas amostras de pimenta-do-reino coletadas no solo da
propriedade P5, com contaminag¢des de 0,004 e 0,056 NMP/g (Tabela 7). Contaminagbes em
frutos debulhados ocorreram em trés propriedades (P1, P5 e P6), com maiores ocorréncias
(50,0%) e concentragdes (0,074 a >0,092) na propriedade P1. A presenca do patégeno foi
constatada no grédo armazenado em sete das nove (77,8%) propriedades avaliadas. Maiores
frequéncias de contaminagao e contagem do patégeno foram observadas em grdos secos em
terreiro (5/18) e em estufa (5/18), comparado a graos secos em secadores (2/18). Todas as
propriedades que realizam secagem em terreiros e estufa apresentaram pelo menos uma
amostra positiva para Salmonella. Duas amostras de graos oriundos de secador e da mesma
propriedade (P8) apresentaram contaminacdo. A propriedade P2 apresentou maior frequéncia
de deteccao (50,0%) do patégeno na pimenta-do-reino seca, com contagens que variaram entre
0,004 e >0,092 NMP/g.

No solo, as contagens variaram entre 0,008 a 0,048 NMP/g e uma amostra (P5)
apresentou contagem superior a 0,064 NMP/g. O patégeno foi detectado no residuo da secagem
proveniente de quatro propriedades (44,4%), com maior ocorréncia em residuos coletados em
terreiros (50%). Nenhum residuo coletado em estufa foi positivo para Salmonella e apenas uma
amostra de residuo oriunda da secador (P8) apresentou contaminagdo e em baixa contagem
(0,018 NMP/g).

A Figura 21 mostra as proje¢cdes das amostras nos dois primeiros componentes
principais (matriz e tipo de secagem) apos a aplicagdo do método de Kernel. As amostras
oriundas de nove propriedades coletadas em seis campanhas foram agrupadas conforme a
matriz e o tipo de secagem adotado para obten¢do dos graos, cada ponto representa as
diferentes amostras. A separagao observada entre os grupos sugere que a secagem em terreiro
apresenta resultados diferentes para ocorréncia de Salmonella quando comparada aos
observados em estufas e secadores. Os eixos principais refletem as diregcbes de maxima

variancia nos dados transformados.
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Figura 21. Resultados da analise de componentes principais por kernel (Kernel PCA) aplicada
a ocorréncia de Salmonella em amostras de pimenta-do-reino e ambientais (matriz) separados
por tipo de secagem.
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A Figura 22 mostra as proje¢cdes das amostras nos dois primeiros componentes
principais (matriz e produtores) ap6s a aplicagdo do método de Kernel. As amostras oriundas de
nove propriedades coletadas, que adotam trés tipos distintos de secagem, com seis campanhas
foram agrupadas conforme a matriz e a propriedade onde foi coletada. Constatou-se uma
separagao em dois grupos. As propriedades P1, P2 e P3 apresentam resultados semelhantes
que apresentam maior variancia das demais propriedades, que compdem o segundo grupo.
Esses resultados sdo complementares os apresentado na figura anterior, visto que as
propriedades P1, P2 e P3 realizam a secagem dos frutos em terreiros, enquanto as demais
propriedades realizam a secagem em estufas ou secadores. .
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Figura 22. Resultados da analise de componentes principais por kernel (Kernel PCA) aplicada
a ocorréncia de Salmonella em amostras de pimenta-do-reino e ambientais (matriz) separados
por produtor.

A aw dos graos de pimenta-do-reino coletados nas propriedades rurais variou entre
0,481 e 0,869 (0,643 + 0,076) e nenhuma das amostras apresentou aw superior a 0,96, valor
minimo necessario para multiplicacdo de Salmonella no produto (Keller. et al., 2013). A Figura
20 apresenta mediana, frequéncia, valores minimos € maximos de aw dos graos por método de
secagem adotado. A aw média foi de 0,648 para gréos secos em terreiro, 0,672 para os secos
em estufa e 0,607 para os secos em secadores. Graos oriundos de estufa apresentaram valores
meédios de aw superiores aos observados em graos oriundos de secadores de tambor rotativo
(p>0,05) e nao houve diferencga significativa (p>0,05) entre as médias de aw de graos secos em
secador e em terreiro.
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Figura 23. Atividade de 4gua (aw) de gréos de pimenta-do-reino provenientes de diferentes
métodos de secagem.

A Tabela 8 apresenta os valores de contagens de E. coli na agua de irrigagao oriunda
das nove propriedades estudadas. E. coli foi constatada em 55,6% (IC 95%, 42,3 — 68,8%) das
amostras de agua. Entre as amostras contaminadas por E. coli, maior ocorréncia (70,4%, IC
95%, 53,1 - 87,6%) foi constatada na agua proveniente de fontes superficiais, contra 29,6% (12,4-
46,9%) oriundas de fontes subterraneas. Apenas 7,4% (IC 95%, 0,4 — 14,4%) das amostras,
todas oriundas da captagao superficial, apresentaram contaminagao por E. coli superior a 200
NMP/ 100 ml, valor maximo de referéncia uso em irrigacdo (BRASIL, 2005). As propriedades P5
e P6 apresentaram contaminagéao por E. coli em todas as amostras analisadas.

Tabela 8. Origem da captacgao, percentual de ocorréncia, percentual de amostras improprias
para irrigacao e quantificagdo de E. coli em agua de irrigacéo oriunda das nove propriedades
estudadas.

Contagem em

Propriedade Origem~ da N positiva/ n N em desacordo*/ n positivos (média) -
captacao amostras (%) amostras (%) NMP/100 ml

P1 Subterranea 1/6 (16,7) 0/6 (0,0) 2

P2 Subterranea 2/6 (33,4) 0/6 (0,0) 5,2-8,1(6,7)

P3 Superficial 3/6 (50,0) 2/6 (33,4) 14,6 - 403,4 (210,7)

P4 Subterranea 2/6 (33,4) 0/6 (0,0) 8,6 - 19,3 (14,0)

P5 Superficial 6/6 (100,0) 1/6 (16,7) 39,0 - 1.100 (268,6)

P6 Superficial 6/6 (100,0) 1/6 (16,7) 16,9 - 478,6 (118,2)

P7 Subterranea 3/6 (50,0) 0/6 (0,0) 1,0 - 34,5 (15,5)

P8 Superficial 1/6 (16,7) 0/6 (0,0) 18,5

P9 Superficial 3/6 (50,0) 0/6 (0,0) 1,0-21,6 (8,2)

Apenas contagens superiores aos limites de detecgcéo foram apresentadas na tabela.

* Resolugado 357, de 17 de margo de 2005 - Conselho Nacional de Meio Ambiente (BRASIL,
2005)
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A Tabela 9 apresenta os valores de contagens de E. coli em graos de pimenta-do-reino
oriundos das nove propriedades estudadas. A prevaléncia de E. coli foi significativamente maior
em graos secos em terreiros em comparagao com aqueles secos em secadores (p=0,0256), e
também foi maior em graos secos em estufas em comparagéo com aqueles secos em secadores
(p=0,03484). Nao houve diferenga significativa na prevaléncia de E. coli entre grdos secos em
terreiros e estufas (p=1,0000). Constatou-se a presencga de E. coli em 37,8% (IC 95%, 27,8 —
47,8%) das amostras de pimenta-do-reino em grdo armazenadas nas propriedades com maior
ocorréncia em amostras oriundas de terreiros (8/18) e estufas (8/18) (Tabela 3). Gréos coletados
na propriedade P3 apresentaram maior ocorréncia (66,7%) e maiores contagens (165 a 1.400
UFC/g). Identificou-se que 16,7% (IC 95%, 6,7 - 26,6%) das amostras apresentavam contagens
de E. coli superiores a 500 UFC/g, limite maximo aceitavel pela legislagao brasileira para E. coli
em especiarias (BRASIL, 2022) e todas as amostras ndo conformes foram secas em terreiros ou
estufas.

Tabela 9. Tipo de secagem, Percentual de ocorréncia, percentual de amostras improprias para
o consumo e quantificagdo de E. coli em pimenta-do-reino em grdo oriunda das nove
propriedades estudadas.

iti N em desacordo**/ iti
Propriedade Tipo de secagem N positiva/ n Contagem em positivos

amostras (%)  n amostras (%) (UFC/g)
P1 Terreiro 1/6 (16,7) 1/6 (16,7) 535
P2 Terreiro 3/6 (50,0) 1/6 (16,7) 65 a 625
P3 Terreiro 4/6 (66,7) 3/6 (50,0) 165 a 1.400
P4 Estufa 2/6 (33,4) 1/6 (16,7) 75a720
P5 Estufa 3/6 (50,0) 0/6 (0,0) 30a75
P6 Estufa 3/6 (50,0) 0/6 (0,0) 75 a 425
P7 Secador 0/6 (0,0) 0/6 (0,0) <10
P8 Secador 1/6 (16,7) 0/6 (0,0) 35
P9 Secador 0/6 (0,0) 0/6 (0,0) <10

Apenas contagens superiores aos limites de detecgcéo foram apresentadas na tabela.
* Instrugdo normativa 161, de 1 de julho de 2022 - ANVISA/ Ministério da Saude (Brasil, 2022)

6.2.2.Monitoramento do patégeno no beneficiamento

A ocorréncia de Salmonella em pimenta-do-reino coletada nessas unidades foi de
14,8% (IC 95%, 5,3 - 24,3%), com detecgdo do patégeno na pimenta-do-reino coletada na
recepgao (11,1%; 1C 95%; 0,0-25,6%), no produto destinado a exportagéo (16,7%; IC 95%; 0,0 -
33,9%) e no residuo do beneficiamento (16,7%; IC 95%; 0,0 - 33,9%). N&o foi encontrada
diferencga significativa entre a prevaléncia de Salmonella (p = 0,0648) e E. coli (p = 0,0666) nas
trés plantas estudadas. Foram identificados trés sorotipos Javiana (50,0%), Oranienburg (33,3%)
e Agona (16,7%) no produto destinado a exportagdo. A ocorréncia e as contagem de Salmonella
observadas nas amostras coletadas nas trés unidades de beneficiamento esta representada na

Tabela 10. O patégeno foi detectado em amostras do produto e do residuo de secagem oriundos
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da empresa E1 e em matéria-prima, produto e residuo do beneficiamento provenientes da

empresa E2. Nao houve detecgao nas amostras coletadas na empresa E2. As amostras positivas

apresentaram baixas contagens (0,004 a 0,074 NMP/g).

Tabela 10. Ocorréncia e contagem de Salmonella matéria-prima, produto e residuo do
beneficiamento da pimenta-do-reino destinada a exportagao

Matéria-prima Produto Residuo do beneficiamento
Origem das N positiva/ n Contagg_m N positiva/ n Contagg_m N positiva/ n Contaggm
amostras em positivos | amostras em positivos amostras (%) em positivos
amostras (%) (NMP/g) (%) (NMP/g) > (NMP/g)
E1 0/6 (0,0) - 2/6 (33,3) 0,004 1/6 (16,7) 0,004
E2 0/6 (0,0) - 0/6 (0,0) - 0/6 (0,0) -
E3 2/6 (33,3) 0,008 - 0,074 | 1/6 (16,7) 0,013 2/6 (33,3) 0,008

E. coli esteve presente em 47,2% (IC 95%, 30,9 - 63,5%) das amostras de pimenta-do-
reino coletadas no beneficiamento, com prevaléncia de 50,0% (IC 95%, 26,9 - 73,1%) em
amostras de matéria-prima e de 44,4% (IC 95%, 21,5 - 67,4) em amostras do produto (Tabela
11). E. colifoi constata em amostras de matéria-prima oriundas das trés empresas e em amostras
de produto nas empresas E1 e E3. Maior ocorréncia e contagem de E. coli (125 UFC/g) foi
constatada em grados beneficiados na empresa E3. Nenhuma das amostras apresentou

contagem superior a 500 UFC/g.

Tabela 11. Ocorréncia e contagem de E. coli em matéria-prima e pimenta-do-reino destinada a
exportagao

Matéria-prima Produto
Origem N positiva/on Coqt_agem em N positiva/on Con_t_agem em
amostras (%) positivos (UFC/g) amostras (%) positivos (UFC/g)
E1 1/6 (16,7) 5 3/6 (50,0) 5a115
E2 4/6 (66,7) 5a235 0/6 (0,0) -
E3 4/6 (66,7) 5a25 5/6 (83,3) 5a125

A aw nas amostras de pimenta-do-reino variou de 0,542 a 0,801 (0,625 + 0,059) na
matéria-prima e de 0,570 a 0,657 (0,611 = 0,027) no produto. Nao foi contatada diferenca
significativa (p>0,05) entre as médias de aw da pimenta-do-reino recebida nas empresas de

beneficiamento e o do produto armazenado destinado a exportacéo (p=0,367),
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7. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que investigou e quantificou a contaminagéo por Salmonella
nas etapas iniciais de producgéo agricola e pds-colheita da pimenta-do-reino. A prevaléncia de
Salmonella em grdos de pimenta-do-reino coletados em propriedades rurais localizadas no Norte
do Espirito Santo (3,4%) foi menor do que os valores encontrados em estudos realizados no
Brasil que identificaram a presenga do patégeno em pimenta-do-reino em gréos coletadas no
mercado varejista (COSTA et al., 2020; MATOSINHOS et al., 2020; MICHELIN, 2016; MOREIRA
etal., 2009; SILVA, J. F. da et al., 2013; VASCONCELOS NETO et al., 2009). Os valores também
foram inferiores aos constatados na segunda etapa deste estudo, em pimenta-do-reino coletada
em propriedades rurais (22,2%) e na matéria-prima beneficiada em empresas de exportagédo
(11,1%). A baixa prevaléncia do patdégeno na etapa de triagem pode estar relacionada ao grande
numero de amostras de pimenta-do-reino oriundas da secagem em secador de fogo direto (55%),
visto que este sistema de secagem apresenta menor probabilidade de contaminagdo por
Salmonella, conforme constatado durante o rastreio das contaminagdes nas propriedades
realizado na segunda etapa deste estudo. O uso de uma unidade analitica de 25g como
representacdo do lote armazenado nas propriedades também pode ter contribuido para os
baixos percentuais de detec¢édo, uma vez as contaminagdes em ingredientes secos geralmente
ocorrem em baixas concentragbes e sdo distribuidas de forma heterogénea pelo lote
(GIERALTOWSKI et al., 2013). Uma unidade analitica maior (10 x 259) foi utilizada para detecgéo
do patégeno em amostras de pimenta-do-reino durante o rastreio das contaminagdes, o que
levou a um maior percentual de deteccado do patégeno nas amostras e maior precisdo nos
resultados obtidos. A etapa de triagem foi muito importante na identificagido e selecdo de
propriedades com problema de contaminagao recorrente pelo patégeno.

A presencga de Salmonella no solo agricola (16,7%) pode ser justificada pela destinagao
inapropriada do esgoto doméstico em fossas rudimentares, observados em 18,8% das
propriedades, ou por seu langcamento a céu aberto, constatado em 4,2% das propriedades. O
uso de adubo orgénico ndo compostado (31,9%) ou sem controle do processo de compostagem
(73,3%) e a armazenamento inadequado de adubo organico (15,2%) também justificam as
contaminagdes. A persisténcia de Salmonella por longos periodos em esterco desidratado eleva
o risco de contaminagao dos vegetais, pelo risco de dispersao deste material através do vento
para as superficies de folhas e frutos, com maior risco de ocorréncia em areas de plantio
proximas as areas de armazenamento e manuseio desses insumos (ONI; SHARMA;
BUCHANAN, 2015). O acesso de animais domésticos as areas de produgdo, especial durante o
periodo de colheita dos frutos, também contribui para aumentar o risco de contaminacgao do solo
das lavouras de pimenta-do-reino por Salmonella. A frequéncia de isolamento de Salmonella no
solo das lavouras de pimenta-do-reino foi superior a relada em solos agricolas no Brasil
(CEUPPENS et al., 2014), Estados Unidos (COOK et al., 2023; RAMOS et al., 2021), Sérvia
(CUCAK et al., 2018) e China (YANG et al., 2024).

Avaliar o risco de contaminagao dos produtos agricolas pela contaminag¢ao do solo é

um grande desafio, pois Salmonella pode sobreviver por longos periodos sob condicdes

67



adversas. Sua persisténcia nesse ambiente pode variar conforme o sorotipo, tipo de solo,
temperatura, umidade, disponibilidade de nutrientes e microbiota autéctone (COOK et al., 2023;
KOWALSKA, B., 2023). Estudos relatam a contaminag¢ao endofitica de tomates por Salmonella
via sistema radicular e flores (MORAES et al., 2017; ZARKANI; SCHIKORA, 2021; ZHENG et al.,
2013). Segundo JECHALKE et al., (2019), a internalizagado do patégeno em tomateiros ocorre
em solo com alta contagem do patégeno (10% a 10* UFC/g), valores muito superiores aos
constatados nos solos das lavouras de pimenta-do-reino (0,008 a 0,048 NMP/g). Além disso, a
nao deteccdo do patdégeno na pimenta-do-reino coletada na planta pode indicar uma baixa
probabilidade de internalizagdo do patégeno nas condigbes avaliadas. Portanto, a contaminagéo
dos frutos pelo contato com solo contaminado é considerada a principal rota de contaminagao
por Salmonella em frutos de pimenta-do-reino.

A deteccdo de Salmonella em frutos de pimenta-do-reino coletados no solo das
lavouras (3,7%) indica que essa pratica, constatada em 93,6% das propriedades avaliadas,
aumenta os riscos de ocorréncia do patdégenos nos graos. A mistura desses frutos com frutos
colhidos na planta sem higienizagcao prévia, observado em 79,5% das propriedades pode
contribuir para introdugdo e propagacao do patdgeno na cadeia de produgdo. O risco de
transferéncia do patégeno para os frutos € maior em solo com altas contagens de Salmonella e
independe do tempo de contato dos frutos com o solo (BARDSLEY et al., 2023). A contaminagéo
dos pomares e ambientes de colheita sao fatores preponderantes para as contaminagoes, DIAZ
et al., (2022) constataram que o pastoreio de gado em pomares contribuiu para contaminagéo
de nozes no Sul da Califérnia, e que a retirada do gado quatro meses antes da colheita ndo é
suficiente para minimizar o impacto desta pratica na seguranga das nozes. A umidade do solo
favoreceu a transferéncia de Salmonella para tomates, frutos colhidos em ambientes secos
apresentam menor risco de contaminacao (TODD-SEARLE et al., 2020).

Embora os resultados demonstrem baixo risco de contaminagées dos frutos colhidos
na planta, um maior risco de contaminagéo, semelhante ao observado em frutos colhidos no
solo, pode ocorrer em frutos colhidos nas partes baixas da planta. KOWALSKA, B., (2023) relatou
que a contaminagao dos frutos depende da concentragdo do patégeno no solo e da distancia
entre o solo e os frutos. LEE, K. et al., (2020) evidenciaram a detecgdo de Salmonella a uma
altura de até 80 cm do solo em plantas apés episddios de respingos, gerados pela irrigagao ou
chuva. KUMAR et al., (2017) constataram que transporte de particulas de poeira contaminadas
por Salmonella através do vento resultou a contaminagao de tomates por Salmonella Newport,
com possibilidade de internalizagdo do patégeno. Esses estudos alertam para o risco de
contaminagao de frutos pimenta-do-reino que crescem nas porgoes inferiores da planta, que em
seguida sdo misturados aos demais com frutos colhidos. O risco pode ser ainda maior, visto que
airrigagao das lavouras, mesmo quando os sistemas nao geram respingos, pode contribuir para
aumento das concentragdes do patdgeno e sua persisténcia no solo pela presenga permanente
de umidade (GU et al., 2018; TODD-SEARLE et al., 2020).

Salmonella ndo foi constatada na agua de irrigagdo coletadas nas propriedades

estudadas, resultado que diverge de estudos realizados em diferentes paises que identificaram
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a prevaléncia do patégenos na agua agricola (Tabela 1). A ocorréncia de Salmonella na agua
agricola pode variar no tempo e no espaco, depende do tipo de captagéo, pardmetros fisicos
(pH, temperatura) e praticas agropecuarias desenvolvidas na bacia hidrografica (TORO et al.,
2022). Este estudo analisou apenas amostras de agua coletadas no periodo da safra da pimenta-
do-reino, no entanto, um monitoramento continuo do patégeno ao longo do ano na agua coletada
nas fontes de captagao seria mais apropriado para mensurar os riscos de contaminagéo pela
agua de irrigagao ou usada em pulverizagdes nas lavouras de pimenta-do-reino. A ocorréncia de
Salmonella em aguas superficiais varia no tempo e no espacgo e depende de parametros como
pH, temperatura e salinidade, sendo mais frequente em meses de verdo (GONZALEZ-
MACHADO et al., 2018; THOMAS, J. L.; SLAWSON; TAYLOR, 2013) e todas as amostras foram
coletas nos meses de junho a agosto, que corresponde ao inverno no hemisfério sul. O tamanho
da amostra analisada (0,1 L) também pode ter contribuido para a ndo detecgéo, visto as chances
de detectar Salmonella em agua aumentam quando volumes maiores de amostras séo
analisados. O percentual de recuperagéo de Salmonella foi 45,6% maior em amostras de 10 L
quando comparado a amostras 1 € 0,1 L (PARTYKA et al., 2018; SHARMA et al., 2020).

No Brasil, a agua destinada a irrigagdo ndo deve exceder 200 NMP de E. coli por 100
mililitros em 80% das amostras coletadas a cada dois meses no intervalo de um ano (BRASIL,
2005), no entanto apenas 6,4% dos agricultores relataram ja ter feito analise microbiolégica da
agua agricola, mas nenhum deles monitora a qualidade das fontes de captagdo com a frequéncia
necessaria. A irrigagao com aguas subterraneas, constatada em quatro das nove propriedades
estudadas, pode ter contribuido para ndo detecgdo do Salmonella e para o baixo percentual de
amostras (7,4%) com contagem de E. coli acima do recomendado para agua de irrigagao, visto
que todas as amostras ndo conformes foram oriundas de captagdes superficiais. Um estudo de
predicao de patdégenos em agua de irrigagao realizado por TRUCHADO et al., (2018) indicou que
contagens de E. coli inferiores a 2,35 log UFC/100 mL estao relacionadas auséncia de E. coli
Shiga toxigénica e Salmonella em 90% das amostras. A ocorréncia de apenas trés amostras com
contagem de E. coli superior a este valor indica baixo risco de ocorréncia de Salmonella na agua
de irrigagdo. A detecgdo de E. coli por gPCR apresentou melhor desempenho na predi¢cdo de
patégenos, possivelmente pela detecgédo de E. coli viavel e viavel nao cultivavel, que somados

sao preditores mais precisos para presencga de bactérias patogénicas.

O uso de agua contaminada no preparo de solugdes fertilizantes ou de produtos
fitossanitarias pode transferir o patdégeno para superficie dos frutos. A maior parte dos
agricultores (91,4%) realizam pulverizagdes com fertilizantes no solo (100%) e diretamente sobre
as folhas da pimenteira (36,2%) e utilizam agua néo tratada para diluigdo dos fertilizantes. Este
estudo n&o avaliou a presenga do patégeno da agua coletada na captagao, pois o ponto de coleta
da agua foi a saida da irrigagdo, o que impossibilita fazer inferéncias sobre os riscos de
contaminagao pela pulverizagdo. O tratamento da agua utilizada na diluigdo dos fertilizantes é
necessario para reduzir os riscos de transmissao do patdégeno para solo, folhas e frutos, IZUMI;
HISA; MURAKAMI, (2008) constataram que a cloracdo da agua (10 ppm) utilizada em

pulverizacdo de frutas contribuiu para redugdo das contagens microbianas nas solugbes de
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pesticidas, reduzindo o contato das frutas com solugdes contaminadas, o que refletiu em redugao

das contagens nas cascas das frutas.

A presenga do patégeno no fruto debulhado (14,3%) resulta da persisténcia de
contaminagdes oriundas do campo, de contaminagdes cruzadas ocorridas durante a colheita, do
aumento das populag¢des pela multiplicagdo microbiana e de contaminag¢des cruzadas ocorridas
durante a debulha. Esses fatores justificam a maior ocorréncia no fruto debulhado, frente aos
percentuais observados em frutos coletados no solo (3,7%) e na planta (ndo detectado). A
colheita manual, adotada em 97,9% das propriedades, intensifica o contato entre manipuladores
e os frutos, portanto, habitos de higiene inadequados durante a manipulagdo podem resultar em
contaminagdes. Além disso, o uso de utensilios e recipientes de coleta da pimenta-do-reino para
outras finalidades (52,1%), as mas condigdes de higiene desses utensilios (25,0%) e o seu
armazenamento em local desprotegido (18,7%) contribuem para contaminagdes cruzadas
durante a colheita. A sanitizagdo com alcool etilico foi eficiente na redugdo das contaminacdes
por fungos e bactérias em recipientes de colheita, luvas e tesouras utilizados na colheita de
tangerina, procedimento recomendado para programa de boas praticas agricolas (IZUMI; HISA;
MURAKAMI, 2008). O armazenamento dos frutos colhidos a temperatura ambiente (> 25°C) que
dura em torno de uma a sete dias até o termino da secagem favorece a multiplicagao do patégeno
(SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008). As mas condi¢des de higiene dos equipamentos de debulha
e a presenca de residuos de pimenta-do-reino remanescentes de debulhas anteriores (53,3%),
a ndo higienizacdo dos equipamentos (21,1%) ou a baixa frequéncia de limpeza (26,3%)

aumentam os riscos de contaminag¢des cruzadas durante a debulha mecanica.

A higienizagéo dos frutos antes da secagem é uma pratica pouco comum (2,1%), mas
necessaria para reducado das contagens de patdégenos em produtos agricolas e prevengao de
surtos. A eficacia deste procedimento depende da extenséo da fixacdo desses patdgenos na
superficie e de sua internalizagdo (LENZI; MARVASI; BALDI, 2021). A higienizagdo da pimenta-
do-reino poderia reduzir as contaminagodes por Salmonella oriundas do campo, que sao de dificil
controle. A eficacia desse processo depende da qualidade da agua usada no processo. Na
Australia, um surto de salmonelose provocado pelo consumo de mamao foi ocasionado pela
lavagem dos frutos com agua de rio ndo tratada (GIBBS et al., 2009). Sorotipos isolados na agua
e nos mamoes, ressalta a importancia de se usar agua potavel na lavagem de produtos frescos.
A higienizagao de frutas com solugédo clorada (200 ppm) ou acido peracético (80 ppm) foi eficaz
para reducédo de Salmonella em mangas, mitigando riscos de internalizagao do patdgeno e de
contaminagdo cruzada dos lotes seguintes (MATHEW et al., 2018). A contaminagéo da agua de
processo durante as lavagem pds-colheita pode ocorrer pela transferéncia de microrganismo do
produto para agua, comprometendo a eficiéncia do processo, portanto, &€ necessario monitorar e
controlar as concentragdes de detergentes nos tanques de lavagem para evitar que eles se
tornem fonte de contaminagdo (KOUTSOUMANIS et al., 2023; MATHEW et al., 2018).

Os métodos de secagem adotados foram eficazes na redugédo da aw para evitar a
multiplicagdo bacteriana, uma vez que nenhuma amostra de pimenta-do-reino seca, coletada

nas propriedades ou industrias de beneficiamento, apresentou valor de aw superior a 0,96,
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impossibilitando a multiplicacdo de Salmonella em grdos de pimenta-do-reino (Keller. et al.,
2013). Valores mais altos de aw, observados na secagem em estufa podem ser justificados pelo
acumulo de umidade e condensacgao no interior da estudo pela circulagao ineficiente do ar em
seu interior, comprometendo a retirada do ar umido do seu interior.

Estudos sobre novas tecnologias de secagem da pimenta-do-reino foram publicados
(JANJAI et al., 2011; LAKSHMI; MUTHUKUMAR; NAYAK, 2021; SOUSA et al.,, 2024), no
entanto, pouco se sabe sobre o impacto dessas tecnologias na qualidade microbioldgica do
produto obtido. Este estudo constatou que o tipo de secagem impacta diretamente na qualidade
microbiolégica do produto. Maiores percentuais de contaminagéo por Salmonella e E. coli foram
constatados em graos de pimenta-do-reino secos em terreiros ou estufas. Esses sistemas de
secagem natural, apresentam maior probabilidade de introduc¢ao, multiplicagao e persisténcia do
patégeno nos gréos, pois prolongam-se por dias e dependem das condi¢des climaticas
(SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008). Nos terreiros, a pimenta-do-reino fica ao ar livre,
possibilitando o acesso de animais, contato com poeira e outros contaminantes ambientais. As
estufas funcionam como um terreiro coberto, reduzindo essa exposigdo, porém, falhas na
construcdo podem comprometer a circulagdo do ar em seu interior, proporcionando um
microclima com umidade e temperatura favoraveis a multiplicagao da Salmonella. Outro sistema
de secagem natural ainda pouco difundida entre os pipericultores é a secagem em terreiros
suspensos, realizada em campo aberto ou em terreiros cobertos. Esse sistema minimiza as
contaminagdes ocasionadas pelo contato dos frutos com o chao e limita, em parte, o acesso de
animais ao produto durante a secagem.

A baixa ocorréncia do patégeno em graos oriundos de secadores pode estar
relacionada as altas temperaturas (>180°C) empregados nesse sistema de secagem
(SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008), no entanto estudos complementares sdo necessarios para
afirmar que esse sistema é capaz de reduzir a contagem de Salmonella na pimenta-do-reino.
Embora menor percentual de contaminagéo tenha sido atribuido a secagem mecéanica, as altas
temperaturas empregadas durante o processo reduzem a qualidade sensorial do produto,
alteram a composigao do 6leo essencial, diminuem o teor de compostos aromaticos, queima os
graos e pode incorporar odor de fumaga no produto (SERRANO; NOVAK; LIMA, 2008; VIEIRA
etal., 2022). A presenga de Salmonella em pimenta-do-reino oriunda de secadores de fogo direto
pode estar relacionada a contaminagbes cruzadas pela higiene insuficiente do ambiente de
producédo e reuso de sacarias para acondicionamento dos graos, pratica identificada em 71,1%
das propriedades avaliadas.

A grande diversidade de sorotipos (12) identificada na pimenta-do-reino pode ser
justificada pelas multiplas fontes de contaminag¢des constatadas nos ambientes agricola e de
beneficiamento do produto. SAGOO et al., (2009), VAN DOREN, J.; KLEINMEIER; et al., (2013)
e ZHANG, G. et al., (2017) também constataram alta diversidade de sorotipos em especiarias
nos Estados Unidos e no Reino Unido. A presenga de multiplos sorotipos em uma amostra néo
€ incomum, LEHMACHER; BOCKEMUHL; ALEKSIC, (1995) isolaram onze sorotipos de

Salmonella em uma amostra de paprica. Neste estudo, constatou-se a prevaléncia de Salmonella
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Javiana, que foi isoladas na pimenta-do-reino coletada no solo, na debulha, em gréos
armazenados nas propriedades, no solo e no residuo da secagem. Este sorotipo também foi o
identificado com maior frequéncia em remessas de pimenta-do-reino brasileira importadas pela
Unido Europeia entre 2019 e 2022 (RASFF, 2022). A presenca desse sorotipo é preocupante e
representa risco a salde publica, pois trata-se de um sorotipo frequentemente associado a
infecgdes em humanos em varios paises (MUKHERJEE et al., 2019). A identificacdo de outros
sorotipos de relevancia para saude publica, como Newport e Saintpaul (VAN DOREN, J.; NEIL;
et al., 2013), no solo das lavouras de pimenta-do-reino e nos graos, sugerem que contaminacgdes
podem ser transmitidas do ambiente agricola para os frutos e persistir durante a pos-colheita,
contaminando os grdos. A ocorréncia de sorotipos com relevancia epidemiologia nos gréos
coletados nas propriedades (Javiana, Muenster, Agona, Cerro, Saintpaul, Typhimurium e
Mbandaka) indica que o consumo de pimenta-do-reino pode oferecer risco a saude caso medidas
para prevengao e controle dessas contaminagdes ndao sejam adotas em etapas subsequentes
da cadeia de producdo e distribuicdo. Pretende-se no futuro realizar o sequenciamento do
genoma completo (WGS) dos isolados obtidos nesse estudo e esses resultados poderdo
contribuir para identificar semelhangcas genéticas entre as cepas, avaliar seu potencial de
viruléncia e sua resisténcia a antimicrobianos.

Contaminagdes no residuo da secagem séo reflexos de contaminagdes presentes nos
graos e no ambiente de secagem, pois esses residuos sdo compostos por parte da casca, local
onde o patogeno fica aderido, que se despende durante a secagem, por poeira e por outras
sujidades presentes no ambiente. Maior ocorréncia de Salmonella no residuo oriundo de terreiros
pode estar relacionada a contaminagées do ambiente externo, acesso de animais e acumulo de
contaminagdes oriundas de secagens anteriores devido as limitagcbes na limpeza deste
ambiente. Além disso, o residuo exposto ao ar livre esta sujeito a umidificacdo possibilitando
multiplicacdo do patdégenos, o que justifica contagens acima do limite de detec¢cdo em algumas
amostras. A retirada desses residuos dos ambientes de secagem e dos equipamentos, bem
como a higienizagao desses locais, s&0 necessarios para evitar a contaminagao cruzada entre o
material contaminado e a pimenta-do-reino em futuras secagens.

Este estudo ndo encontrou diferenca significativa entre a prevaléncia de Salmonella
nas propriedades rurais e unidades de processamento (p=0,7333). A falta de etapas de redugéo
de contaminagao na produgéo e no beneficiamento explica a presenga de Salmonella no produto
exportado. Nenhuma das unidades de processamento estudadas realiza a descontaminagao da
pimenta-do-reino; ha apenas remoc¢ao de sujidades grosseiras na matéria-prima. A deteccao de
patégenos nos residuos de processamento aponta para praticas de higiene insuficientes nas
plantas de processamento e para o risco de ocorréncia de contaminagdes cruzadas caso nao
haja higienizagcdo adequada de instalagdes e equipamentos. A tendéncia de aumento dessas
contaminagdes ao longo da pds-colheita e falhas na adogao das boas praticas, observadas
durante a coleta das amostras, sinalizam para possivel multiplicagdo e persisténcia do patégeno

e para ocorréncia de contaminagdes cruzadas ao longo do processo.
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Nao houve diferenga significativa entre os percentuais de ocorréncia de Salmonella
identificados na matéria-prima e no produto destinado a exportagao (p=0,8659), resultado ja
esperado, pois a pimenta-do-reino em graos adquirida dos agricultores ndo é submetida a
tratamentos para redugdo do patégeno nas unidades de exportacdo. A permanecia de
Salmonella no produto beneficiado justifica o elevado niumero de notificagdes em remessas do
produto exportado para Unido Europeia (RASFF, 2022).

O residuo do beneficiamento presente em instalagbes e equipamentos indicam
higienizacdo ineficiente e presenga no patdégeno nesse material aumenta o risco de
contaminagdo do produto. Instalagdes endemicamente contaminadas por Salmonella tornam-se
fonte recorrente de contaminagao dos produtos e podem ser associadas a surtos alimentares
(GIERALTOWSKI et al.,, 2013; LIENAU et al.,, 2011). A implementagdo de Boas Praticas
Agricolas nas fazendas e a adogao dos principios de analise de perigos e pontos criticos de
controle (APPCC) nas plantas de processamento sdo essenciais para melhorar a qualidade da
pimenta-do-reino produzida no Espirito Santo. Recomenda-se que empresas beneficiadoras
implantem um método para descontaminagédo dos graos de pimenta-do-reino com objetivo de
reduzir a Salmonella no produto. Essas medidas s&o necessarias para garantir a seguranca da
pimenta-do-reino produzida no Brasil, evitar surtos e atender as exigéncias do mercado
internacional.

Percentuais de detecdo de Salmonella semelhantes aos constatados na pimenta-do-
reino beneficiada foram relatados por MATOSINHOS et al., (2020), MOREIRA et al., (2009) e
VASCONCELOS NETO et al., (2009) em pimenta-do-reino comercializada no Brasil. GYORGY
et al., (2021) identificaram prevaléncia similar a observada em gréaos coletados nas propriedades
em especiarias comerciadas na Roménia. Especiarias comercializadas nos Estados Unidos
(ZHANG, G. et al., 2017), Reino Unido (SAGOO et al., 2009), Turquia (HAMPIKYAN et al., 2009;
KARA et al.,, 2015) e Japédo (HARA-KUDO et al., 2006) apresentam menor ocorréncia de
Salmonella do que a observada nesse estudo, que podem ser justificadas pelo controle das
remessas de especiarias importadas ou adogao de tratamentos para descontaminacgao antes da
distribuicdo no varejo. Percentuais inferiores aos constatados no grdo destinado a exportagéo
foram identificados em remessas importadas pelos Estados Unidos (VAN DOREN, J;
KLEINMEIER; et al., 2013; ZHANG, G. et al., 2017). Maiores ocorréncias constadas neste estudo
podem ser justificadas por contaminagdes ocorridas nas propriedades rurais e auséncia de
tratamento para descontaminagao do produto.

Salmonella Javiana foi o sorotipo mais frequentemente detectado e estava presente
em frutos debulhado, gréos de pimenta-do-reino armazenados, solo e residuos de secagem em
diferentes propriedades. Os sorotipos Agona, Typhimurium, Javiana e Mbandaka foram
identificados em frutos debulhados e grdos armazenados. Salmonella Cerro e Salmonella
Saintpaul foram identificados no solo e em grdos armazenados. O residuo de secagem estava
contaminado com os dois sorotipos mais prevalentes nas amostras, Javiana e Agona. Estudos

futuros devem realizar sequenciamento completo do genoma dos isolados identificados para
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avaliar semelhangas entre os genomas desses microrganismos, sua viruléncia e resisténcia
antimicrobiana.

A auséncia de correlagao entre a presenca de Salmonella e E. coli na pimenta-do-reino
seca pode estar relacionada a diferengas entre os limites de detecgéo de E. coli (<10 UFC/g) e
Salmonella (0,004 NMP/g) e ao grande nimero amostras com populagdes inferiores ao limite de
deteccdo (WILLIAMS; EBEL, 2014). Este resultado também pode estar associado a maior
tolerancia da Salmonella a dessecacgao, que possibilita sua sobrevivéncia por longos periodos
em alimentos secos (ZWEIFEL; STEPHAN, 2012), o que pode nao ocorrer em E. coli genérica.
Esta correlagdo também n&o observada em cacau e derivados de amendoim que assim como a
pimenta-do-reino apresentam atividade de agua reduzida pela secagem (NASCIMENTO et al,,
2018).

8. CONCLUSOES

Este estudo comprovou que a pimenta-do-reino pode ser contaminada por Salmonella
durante a colheita e pds-colheita nas propriedades rurais e que essas contaminagdes podem
persistir no grdo comercializado pelas empresas exportadoras. O beneficiamento do produto ndo
€ capaz de reduzir ou controlar o patégeno nos graos destinados a exportagao. A ocorréncia de
sorotipos de relevancia epidemioldgica na pimenta-do-reino em grao implica em risco de surtos
de salmonelose caso nado haja tratamento para descontaminagéo antes do seu consumo € as
baixas contagens constatadas ndo excluem essa a possibilidade. A ado¢cdo de medidas para
prevenir e mitigar os riscos de contaminagdo durante o processamento sdo necessarias para
evitar a contaminacdo do produto pela Salmonella presente no ambiente. A presenga do
patdégeno no ambiente favorece a contaminagao dos frutos e dos grdos ao longo do
processamento, no entanto as contaminagdes podem ser mitigadas com a melhoria das
condi¢des de higiene durante o processamento e com a implantagao das Boas Praticas Agricolas
e de Fabricagao (BPA/ BPF). Mudangas no processo produtivo atual sdo necessarias para incluir
tratamentos que possibilitem a redugdo e o controle dessas contaminagées com objetivo de
garantir a seguranga do produto. A criagdo de politicas publicas capazes de melhorar o
saneamento rural, difundir a implantagdo das boas praticas agricolas e aprimorar as tecnologias
de processamento sdo fundamentais para promover as mudangas necessarias que resultardo

na seguranga da pimenta-do-reino produzida no Espirito Santo.
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APENDICE A - Questionario utilizado para realizagio do diagnéstico nas propriedades

Diagnéstico de producgao e caracterizagao das praticas de cultivo da pimenta-do-reino

Nome: Telefone:

Endereco da propriedade:

Municipio: Coordenadas: E: N:
Area da propriedade (Hectares): Area com produgéo de pimenta (Hectares):
Existe servigo publico para coleta de lixo na comunidade? ()Sim ( ) Nao

Qual o destino dos residuos sdlidos (lixo) gerados na propriedade?

( ) Coleta publica ( ) Céu aberto ( ) Compostagem () Queimado( )
Enterrado () Coleta Seletiva ( ) Outro:
Separa/ destina residuos a reciclagem? () Sim ( ) Nao ( ) Eventualmente

Qual destino do esgoto residencial e das demais instalagdes existentes:

( ) Rede publica ( ) Fossa séptica ( ) Céu aberto ( ) Outra:
Qual a origem da agua utiliza na propriedade?

( ) SAAE/ Cesan ( ) Pogo artesiano ( ) Nascente ( ) Cisterna
( ) Represa ( ) Rio/ corrego ( ) Outra:

Analise microbiolégica da agua:
( ) Nunca fez ( ) Fez apenas uma vez ( ) Fez semestralmente ( ) Faz anualmente

Numero de pés de pimenta-do-reino: Produgao estimada (kg/ano):

Ja ouviu falar em “Boas Praticas Agricolas” (BPA)? ()Sim ( ) Nao
Ja participou de curso ou treinamento sobre BPA? ()Sim ( ) Nao
Ja ouviu falar em “Salmonella’? ()Sim ( ) Nao

Uso de adubo orgénico:

( ) Sim, com compostagem ( ) Sim, sem compostagem () Nao utiliza
Uso de fertilizantes e corretivos:

( ) sim, aplicagao foliar ( ) Sim, aplicagao no solo ( ) ndo utiliza
Uso de herbicidas:

() Sim, com receituario () Sim, sem receituario () Nao utiliza

Uso de agrotoxicos:

( ) Sim, com receituario () Sim, sem receituario () Nao utiliza

O plantio é irrigado? () Sim ( )Nao

Tipo de irrigagéo utilizado:

( ) Gotejamento ( ) Microaspersao ( ) Aspersor ( ) Nao utiliza
Sistema utilizado para colheita ( ) Manual ( ) Mecéanico

A pimenta que cai no chéao é colhida:
( ) sim, separadamente ( ) sim, junto com as demais ( ) Nao

Os recipientes usados na colheita sao limpos e em boas condi¢des de uso: ( ) Sim () Nao
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Os recipientes usados na colheita sao usados para outros fins:

Os recipientes usados na colheita sdo guardados em local protegido:
A pimenta é lavada apés a colheita?

Sistema utilizado para debulha ( ) Manual

Qual o tempo médio entre a colheita e o inicio da secagem?

()
()
()

Sim
Sim
Sim

) N&o

(
( ) N&o
(

) N&o

( ) Mecénico

Onde a pimenta fica armazenada nesse periodo?

Sistema utilizado para secagem:

( ) Terreiro ( ) Estufa ( ) Fogo direto ( ) Fogo indireto ( ) outro:

Qual tempo estimado para secagem:

Qual a temperatura utilizada na secagem:

Os equipamentos estao limpos e sem residuo de pimenta
Os equipamentos estao em bom estado de conservagao e funcionamento
Existe uma rotina ou programacgao de limpeza

Com que frequéncia os secadores/ estufas/ terreiros séo limpos?

()
()
()

Sim
Sim
Sim

A umidade do grdo é monitorada ao fim da secagem?

Os sacos para acondicionamento do produto sao reutilizados?

A umidade do grdo € monitorada durante do armazenamento?

As embalagens utilizadas séo reaproveitadas

Ha local especifico para armazenamento dos gréos de pimenta?

A pimenta fica armazenada com outros cultivos agricolas?

Os sacos estdo sobre estrados ou paletes e afastados da parede e teto?
O local de armazenamento esta bem conservado e limpo

Auséncia de produtos quimicos ou contaminante nos armazéns

As sacarias encontram-se limpas, fechadas e nao ha produto no chao

O armazém esta livre de pragas, pequenos répteis, insetos e animais
Existem barreiras para impedir a entrada de pragas nos armazéns
Utiliza-se controle quimico para eliminagédo de pragas nos armazéns

A pimenta é transportada em veiculo limpo?

Os veiculos sao utilizados exclusivamente para o transporte de pimenta?
Os veiculos sao limpos antes do transporte de pimenta?

O veiculo utilizado é coberto?

Locais onde o produto é comercializado:

( ) Cooperativa/ associagdo  ( ) Exportadores ( ) Atravessadores
Forma de venda dos produtos:

( ) Sem nota ( ) Nota do produtor rural ( ) Outra:

( )Nao
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao
( ) Nao

( )Outros:
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