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Resumen
En los últimos años, las leches ultra alta temperatura (UAT, o UHT por sus siglas en in-
glés) —definidas en el Decreto 616 de 2006— analizadas en el Laboratorio de Salud Pú-
blica de Bogotá han venido presentando resultados no satisfactorios respecto a la prueba 
de esterilidad comercial, debido a que se han detectado microorganismos productores 
de esporas altamente resistentes a los tratamientos de ultrapasteurización (HHRS). A 
escala mundial, se informa como principal causa de esta clase de contaminación al Ba-
cillus sporothermodurans. Con este estudio se determinó si las leches UAT de distribución 
en Bogotá presentan la misma contaminación detectada por bacterias HHRS del género 
Bacillus, y principalmente B. sporothermodurans. Las muestras de leches UAT que ingre-
saron al Laboratorio de Salud Pública de Bogotá se utilizaron para análisis microbioló-
gico, como parte de la vigilancia rutinaria realizada por el Hospital de Fontibón durante 
2010 y 2011. Como resultado de la prueba de esterilidad comercial aplicada a las leches 
UAT se recuperaron 36 cepas de muestras analizadas durante 2010-2011, a las que se 
les realizó la identificación bioquímica con el test BCL de Biomerieux, en el equipo Vitek 
®2 Systems. Los microorganismos recuperados morfológicamente correspondieron a ba-
cilos grampositivos, pertenecientes al género Bacillus, así: Bacillus smitii, 66,67 %; Bacillus 
sphaericus/fusiformis, 8,33 %; Bacillus choshinensis y Geobacillus stearothermophilus, 8,33 %. 
Esto permite concluir que no toda la contaminación de las leches UAT (UHT) analizadas 
en Bogotá se debe a una sola especie de Bacillus; por tanto, no se debe enfocar única-
mente en B. sporothermodurans como contaminante único de leches higienizadas a escala 
nacional.

Palabras clave: bacilos grampositivos, leche (ultra alta temperatura UAT [UHT]), Bacillus 
sp., Bacillus sporothermodurans.

Abstract
In recent years, ultra-high temperature milk categories (enforced by Decree 616 of 2006 
and scrutinized by Public Health Laboratory of Bogota) have reported unsatisfactory 
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results regarding a commercial sterility test because of highly heat-resistant spores –
HHRS– produced by microorganisms. Globally, Bacillus sporothermodurans has reported 
as the main cause of this kind of pollution. This study established whether these delivery 
milks in Bogota have the same pollution detected by HHRS bacteria of the genus Bacillus 
and mainly B. sporothermodurans. For this purpose, we used microbiological samples as a 
portion of the repetitive surveillance performed by the Hospital de Fontibon during 2010 
and 2011, division of Environment and Consumer Surveillance. Because of the commer-
cial sterility test, 36 sample strains were recovered and biochemically identified using 
Biomerieux BCL test, supported by Vitek ®2 Systems. The morphologically recovered mi-
croorganisms were Gram-positive bacilli belonging to Bacillus type, as follows: Bacillus 
smitii 66,67 %, Bacillus sphaericus/ fusiformis 8,33 %, Bacillus choshinensis and Geobacillus 
sterarothermophilus 8,33 %. This lets us to conclude that not all of the pollution is due to 
single species of Bacillus and should not focus only on B. sporothermodurans as a single 
contaminant of domestic sanitized milks.

Keywords: gram-positive bacilli, ultra-high temperature –UHT– milk, Bacillus sp, Bacillus 
sporothermodurans.

Resumo
Nos últimos anos, as categorias de leite ultra-alta temperatura (UAT) — definidas no 
Decreto 616 de 2006 e analisados no Laboratório de Saúde Pública de Bogotá — têm 
vindo apresentando resultados não satisfatórios respeito à prova de esterilidade comer-
cial, isso devido a que se têm afetado microrganismos produtores de esporas altamente 
resistentes aos tratamentos de ultra- pasteurização (HHRS). Mundialmente reporta-se 
como principal causa deste tipo de contaminação ao Bacillus sporothermodurans. Com 
este estudo determinou-se se esses leites de distribuição em Bogotá apresentam a mes-
ma contaminação detectada por bactérias HHRS do gênero Bacillus e principalmente 
o B. sporothermodurans. Para tal fim, utilizaram-se amostras de análise microbiológico 
como parte da vigilância costumeira realizada pelo Hospital de Fontibón durante 2010 y 
2011 na área de Vigilância do Ambiente e Consumo. Resultados da prova de esterilidade 
comercial foram recuperadas 36 cepas de amostras nas quais, a seguir, foram realizada 
a identificação bioquímica com o teste BCL de Biomerieux na equipe Vitek ®2 Systems. 
Os microrganismos recuperados morfologicamente corresponderam a bacilos Gram 
positivos, pertencentes ao gênero Bacillus, deste jeito: Bacillus smitii 66.67 %, Bacillus 
sphaericus/ fusiformis 8.33 %, Bacillus choshinencis e Geobacillus sterarothermophilus 8.33 %. 
O anterior permite concluir que não toda a contaminação é devida a uma só espécie de 
bacilos e não deve se enfocar unicamente em B. sporothermodurans como contaminante 
único nacional dos leites higienizados. 

Palavras chave: bacilos Gram positivos, leite ultra-alta temperatura (UAT), Bacillus sp, 
Bacillus sporothermodurans.
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Introducción
En Colombia, el Decreto 616 de 2006, por el cual “Se 
expide el Reglamento Técnico sobre los requisitos que 
debe cumplir la leche para el consumo humano que 
se obtenga, procese, envase, transporte, comercialice, 
expenda, importe o exporte en el país”. Luego, en el 
Título II, Capítulo, I define: “Leche ultra-alta-tempera-
tura UAT (UHT) leche larga vida”, como: 

El producto obtenido mediante proceso térmico 
en flujo continuo, aplicado a la leche cruda o ter-
mizada, a una temperatura entre 135  °C a 150  °C 
y tiempos entre 2 y 4 segundos, de tal forma que 
se compruebe la destrucción eficaz de las esporas 
bacterianas resistentes al calor, seguido inmedia-
tamente de enfriamiento a temperatura ambiente 
y envasado aséptico en recipientes estériles con 
barreras a la luz y al oxígeno, cerrados hermética-
mente para su posterior almacenamiento, con el fin 
de que se asegure la esterilidad comercial sin alterar 
de manera esencial ni su valor nutritivo ni sus ca-
racterísticas fisicoquímicas y organolépticas, la cual 
puede ser comercializada a temperatura ambiente 
(1).

En Colombia se comercializan leches higienizadas 
de acuerdo con su contenido de grasa y su proce-
samiento. En el Capítulo V, artículo 15 del Decreto 
616 de 2006, en el que se define la clasificación de 
las leches de acuerdo con su proceso de fabricación, 
estas pueden ser pasteurizadas, ultrapasteurizadas, 
ultra alta temperatura (UAT), leche larga vida, este-
rilizada, en polvo y deslactosada (1). En el artículo 19 
del mismo documento se establecen los requisitos 
microbiológicos de la leche líquida. 

Se define que la leche líquida ultra alta temperatura 
(UAT), leche larga vida, debe cumplir con los siguientes 
requisitos microbiológicos: en la prueba de esterilidad 
comercial, “Después de incubar durante 10 días no pre-
sentar crecimiento microbiano a 55 °C y 35 °C” (1).

El Laboratorio de Salud Pública de Bogotá, como 
parte de los procesos de Inspección, Vigilancia y Con-
trol, procesó un total de 330 muestras de leches UAT 
en el 2010; para el 2011 se analizaron 289 muestras 
de la misma clasificación, según procesamiento, para 
un total de 619 leches por este periodo de dos años. 
De estas, 265 muestras no cumplieron el requisito 
de prueba de esterilidad comercial “satisfactoria”; es 

decir, el 42.81  % tuvieron concepto de “no satisfac-
toria”, y la causa fue el “crecimiento aerobio y anae-
robio Positivo a 35  °C” (Sistema de Información del 
Laboratorio de Salud Pública [SILASP]).

El “Crecimiento aerobio y anaerobio positivo a 35 °C” en 
el resultado de la prueba de esterilidad comercial apa-
rece como la principal causa de no cumplimiento en las 
leches higienizadas. Esto, debido a la presencia de es-
poras resistentes a los procesos de ultrapasteurización 
(HHRS), como microorganismos del género Bacillus. 
Los problemas de no esterilidad en las leches ultra alta 
temperatura (UAT) son causados por recontaminación 
después del tratamiento de calentamiento (2).

Cuando se verifica la esterilidad de los productos a 
través de mediciones de potenciales de óxido-reduc-
ción, con equipos de monitoreo de crecimiento bac-
teriano, estas no se detectan hasta niveles mayores 
a 10 5 ufc/mL; las esporas no producen alteraciones 
de estabilidad ni de calidad sensorial de la leche, no 
se ve afectado el pH y rara vez producen deterioro del 
producto (3).

El grupo de bacterias mesófilas aerobias esporofor-
madoras extremadamente resistentes a los procesos 
de altas temperaturas han sido detectados en muchos 
países de Europa y fuera de ella; algunos de estos es-
poroformadores pertenecen al género Bacillus, y se 
han clasificado como una nueva especie B. sporother-
modurans; su principal característica es la de producir 
esporas resistentes a los ultracalentamientos (HHRS) 
(4,5). Aunque las células vegetativas del B. sporother-
modurans no son patógenas y no causan deterioro 
visible, ni de sabor en los productos UAT, esta es 
considerada indeseable (5-7) y por ello no permite el 
cumplimiento de los requisitos legales establecidos; 
así, “Después de incubar durante 10 días no debe pre-
sentar crecimiento microbiano a 35 °C y 55 °C”.

Con esta valoración de las leches UAT que se comer-
cializaron entre el 2010 y el 2011 en Bogotá se pre-
tendió determinar si la contaminación detectada era 
causada por bacterias HHRS del género Bacillus, y en 
especial por B. sporothermodurans.

Materiales y métodos 
Población de estudio
Para el desarrollo del estudio se utilizaron las mues-
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tras de leches ultra alta temperatura (UAT) que ingre-
saron al Laboratorio de Salud Pública para análisis 
microbiológico, como parte de la vigilancia realizada 
a los expendios y distribuidores de leches a cargo del 
Hospital de Fontibón, durante 2010 y 2011. De las 265 
muestras de leches que no cumplieron, se conser-
varon alícuotas de 204 muestras, cuya causa de no 
cumplimiento fue “Cultivo positivo aerobio y anae-
robio a 35 °C”, y a partir de estas se realizó la recupe-
ración de las cepas y posterior identificación.

Obtención de cepas de leches UAT 
Las cepas de las muestras de leches ultra alta tem-
peratura (UAT) en estudio se recuperaron después 
de realizar una preincubación del producto durante 
10 días a 35 °C. Posteriormente se tomaron dos alí-
cuotas de la muestra, así: una alícuota de 100 uL, que 
se sembró en superficie en Agar infusión cerebro co-
razón (BHI, por sus siglas en inglés brain heart infu-
sion) y una segunda alícuota de 1 mL, que se inoculó 
en 10 mL de caldo cerebro corazón (2,5). Las placas 
y tubos sembrados se llevaron a incubar únicamente 
en condiciones de aerobiosis a 35 ºC +/- 2 ºC por 72 
horas (8).

Pasado el periodo de incubación, se observó creci-
miento de colonias pequeñas, puntiformes, transpa-
rentes y difíciles de ver sobre las placas de Agar BHI; 
por otro lado, se realizó una siembra de los tubos 
incubados con caldo BHI a placas de Agar BHI, y 
nuevamente se llevaron a incubar en condiciones 
de aerobiosis a 35 ºC +/-2 ºC por 72 horas. Luego se 
realizó inspección visual diaria del crecimiento en las 
placas de Agar BHI (8).

Caracterización fenotípica de 
las cepas
De los cultivos obtenidos en las placas de Agar BHI 
se realizó coloración de gram y prueba de catalasa. 
Se verificó que la morfología de las cepas aisladas 
correspondiera a bacilos grampositivos o gramvaria-
bles. Una vez confirmada la pureza de los cultivos 
y la morfología, se procedió a la identificación bio-
química, con el test BCL de Biomerieux, en el equipo 
Vitek ®2 Systems (9). Las tarjetas usadas pueden 
identificar Bacillus sporothermodurans y otros géneros 
de bacilos relacionados con procesos en industria de 
alimentos (10).

Resultados
De las 204 muestras de leches ultra alta temperatura 
(UAT) con concepto microbiológico “no cumple” con-
servadas durante 2010 y 2011 se recuperaron tan solo 
36 cepas (tabla 1), correspondientes al 17,62 %. Las 
bacterias esporoformadoras que fueron aisladas de 
las leches no estériles mostraban colonias pequeñas 
puntiformes de 0,1 mm de diámetro, cremosas, de 
incoloras a color blanco y/o beige. Los microorga-
nismos morfológicamente correspondieron a bacilos 
por tinción grampositivos, agrupados en filamentos, 
con reacción de catalasa positiva.

Tabla 1. Identificación bacteriana de cepas recu-
peradas de leches ultra alta temperatura (UAT) 
2010-2011

Microorganismo 
identificado*

Total de cepas 
N Porcentaje**

Geobacillus (Bacillus) 
stearothermophillus 3 8.33

Brevibacillus choshinensis 3 8.33
Bacillus smitii 24 66.67
Bacillus sphaericus/Bacillus 
fusiformis 3 8.33

No identificado 3 8.33

* Resultados obtenidos de identificación bioquímica con el test BCL de 
Biomerieux en el equipo Vitek ®2 Systems (9).
** El porcentaje fue calculado sobre las 36 cepas recuperadas.
Fuente: Elaboración propia.

Todos los microorganismos identificados por medio 
de la metodología test BCL de Biomerieux en el equipo 
Vitek ®2 Systems pertenecieron al género Bacillus. La 
especie más identificada fue B. smitii, con un 66,67 % 
del total de las muestras recuperadas. Ninguna de las 
cepas recuperadas se identificó como Bacillus sporo-
thermodurans.

Discusión
Los programas de inspección, vigilancia y control apli-
cados en el área de factores de riesgo del ambiente 
y consumo tienen como objetivo garantizar la salu-
bridad y calidad microbiológica de alimentos, por la 
determinación de su conformidad con valores de refe-
rencia o normas microbiológicas.

La finalidad que cumplen los valores cuantitativos o 
normas microbiológicas consiste en permitir que sean 
evaluados o juzgados los datos obtenidos en el aná-
lisis de las muestras representativas extraídas de una 
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muestra de alimentos. Más concretamente, los resul-
tados sirven para decidir si el producto ha sido, o no, 
fabricado, almacenado y enviado sin incumplimiento 
alguno, respecto a las buenas prácticas de manufac-
tura, ideadas de tal manera que lleguen al consumidor 
en un estado inocuo y conforme (10).

La principal causa de contaminación informada en 
leches UAT son los microorganismos del género Ba-
cillus spp., principalmente B. sporothermodurans; está 
definido que sus células vegetativas no son patógenas 
y no causan deterioro visible, ni de sabor en los pro-
ductos UAT, pero la presencia de estas es considerada 
indeseable (5) y no permite el cumplimiento de los 
requisitos legales establecidos (1).

Las leches envasadas en recipientes estériles UAT de 
las cuales se recuperaron las cepas fueron indiscrimi-
nadamente muestras que presentaron resultado “no 
satisfactorio” para la prueba de esterilidad comercial, 
la cual fue realizada en el Laboratorio de Salud Pú-
blica, en el área de microbiología de alimentos, du-
rante 2010 y 2011.

Las bacterias esporoformadoras fueron aisladas de 
las leches UAT con cultivo positivo a 35 ºC en condi-
ciones de aerobias, y correspondieron a recuentos de 
105 UFC/mL. 

El microorganismo que más se identificó fue el Baci-
llus smitii, en un 66,67 % de los casos, lo que sugiere 
que la principal contaminación de las leches UAT se 
debe a especies de Bacillus, seguido por Geobacillus 
(Bacillus) stearothermophillus en un 8,33  %. No se 
identificó ninguna cepa como Bacillus sporothermodu-
rans, a través del test BCL de Biomerieux en el equipo 
Vitek ®2 Systems.

Los microorganismos identificados se encuentran re-
ferenciados como contaminantes ambientales (10); 
para mitigar la presencia de estos se debe hacer én-
fasis en las buenas prácticas de ordeño y recepción de 
leche antes de ser tratadas en las plantas de higieniza-
ción; igualmente, representan un problema de calidad 
para el producto terminado, teniendo en cuenta que 
estos microorganismos son saprófitos no afectarían 
la inocuidad final. 

Aunque la principal causa de la contaminación son 
los microorganismos del género Bacillus, las espe-
cies son variadas y pueden depender de la flora ca-

racterística de cada hato, de la planta de tratamiento 
(contaminación postratamiento térmico) y/o de la 
distribución geográfica de cada especie (10). La in-
formación de la naturaleza y el origen de las esporas 
aerobias en leches es de fundamental importancia si 
se quiere reducir la contaminación y procurar el mejo-
ramiento de la calidad bacteriológica de los productos 
lácteos, ya que la contaminación por esporas bacte-
rianas puede ocurrir en cualquier parte de la granja 
(11) o pueden ser resultado de contaminación poste-
rior al tratamiento térmico.

Los principales géneros ambientales aislados y repor-
tados en productos del sector láteo son Bacillus, Geo-
bacillus o Paenibacillus (12); esta referencia coincide 
con los resultados obtenidos en la evaluación reali-
zada en el Laboratorio de Salud Pública de Bogotá, y 
con los informados por Gopal Nidhi et al. (13).

Los resultados nos sugieren que no toda la contami-
nación de las leches UAT se debe a una sola especie 
de Bacillus spp., y que no se debe enfocar una sola es-
pecie, por ejemplo B. sporothermodurans, como único 
contaminante a escala nacional. 

La rentabilidad y la reputación en la industria láctea 
van a depender de la calidad y la seguridad de los 
productos generados. La industria láctea debe en-
focarse en controlar la formación de biofilms, ya que 
microorganismos como los encontrados de Bacillus 
y Geobacillus son capaces de resistir los procesos de 
pasteurización y sobrevivir a condiciones hostiles; y 
de esta manera, se podría permitir la colonización de 
otros que pueden ser patógenos. El éxito en la elimi-
nación de biofilms es esencial para la contaminación 
de los subproductos (13).

Los gremios lecheros del país deben emprender el 
desarrollo de estrategias verdes para los procesos de 
limpieza y desinfección de equipos, por medio de la 
interacción de moléculas-bacteriófagos, de agentes 
bioterapéuticos y otros, para realizar control y elimi-
nación de biofilms. También son útiles tratamientos 
ultrasónicos combinados con el calor y presión, o 
procesos con aplicaciones de peróxido de hidrógeno 
y agentes antimicrobianos, como nisina, lauricidina o 
reuterina (13). 

Se propone realizar la caracterización más extensa de 
la carga de bacterias mesófilas de las leches UAT con 
concepto “no cumple” por causa de cultivo aerobio a 
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35 °C, para determinar si estas corresponden a Bacillus 
sporothermodurans (14) o a otras especies de Bacillus.

Se recomienda realizar la metodología de PCR para 
la confirmación de las especie de los bacilos espo-
roformadores aislados (3,6,7); y a su vez, aplicar la 
metodología MALDI-TOF MS para evaluar su capa-
cidad en la identificación de especies del género Ba-
cillus (14).

Conclusiones
Basados en los resultados obtenidos en el estudio, 
se puede concluir que la alta incidencia de resul-
tados de “no esterilidad” en productos lácteos UAT 
es causada principalmente por esporas de Bacillus 
smitii que sobreviven durante el tratamiento de ultra-
pasteurización. 

Una posible causa de supervivencia de estas esporas 
es que el tiempo de contacto en el tubo de calenta-
miento, en el equipo de ultrapasteurización, es tan 
corto que el tratamiento térmico en la leche para 
eliminar este tipo biota no alcanza a ser efectivo. 
Además, las endosporas, por ejemplo, de las espe-
cies de Bacillus ganan resistencia con condiciones 
adversas como esta (14).

En las leches UAT se logró caracterizar que las es-
poras aerobias y anaerobias mesófilas obtenidas de 
las leches higienizadas en este periodo correspon-
dieron únicamente al género Bacillus spp. (ninguna 
de las cepas identificadas corresponde a microorga-
nismos patógenos, solo a contaminantes ambientales 
que determinan la calidad de los productos). 

Aunque no se conoce la causa de esta extrema resis-
tencia de las esporas, se necesitan métodos de iden-
tificación bioquímica de estas especies que estén al 
alcance de las plantas procesadoras y laboratorios de 
control.

Es probable que en las plantas de tratamiento se 
deban evaluar las principales fuentes de contami-
nación, por medio de análisis de riesgos, la cinética 
contaminante de cada especie, o que se establezca un 
rango de temperatura y un tiempo de contacto para 
la inactivación de las esporas durante el tratamiento 
al que va a ser sometida, sin alterar las características 
físico-químicas y nutricionales.
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