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 Son colecciones de organismos microscópicos vivos,
generalmente inactivos, y que se pueden reactivar con facilidad.

 Las Colecciones de Cultivos Públicas son las
que suministran las cepas que mantienen

Colecciones de Cultivos Microbianos

 Existen hasta la fecha, 647 registradas en el Directorio Mundial de
Colecciones de Cultivos Microbianos (WDCM) distribuidas en 70
países

En España están:
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Centros de Recursos Biológicos

2001 introduce el término BRC (Biological Resource Centers): 

 Repositorios y proveedores de material biológico e información, que además ofrecen otros 
servicios y realizan investigación sobre sus recursos, todo ello siguiendo elevados estándares de 
calidad y operando de acuerdo a la normativa vigente

 Elementos clave de la infraestructura científica sobre la que se apoya la biotecnología

2007 publica la Guía de Buenas Prácticas para BRCs:

 Proporcionan el material biológico autentificado sobre el que descansa la investigación de calidad

 Constituyen el reservorio de la biodiversidad microbiana cultivable y el soporte de la biotecnología

 Proporcionan material microbiológico de referencia para numerosos controles de calidad

 Proporcionan seguridad jurídica de que los recursos albergados cumplen con la normativa

OCDE: Organización para la Co-operación y el Desarrollo Económico
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Los mBRCs son instituciones que, además de conservar y 
suministrar microorganismos, ofrecen otros servicios y 

realizan investigación sobre sus recursos, todo ello 
siguiendo elevados estándares de calidad y operando de 

acuerdo a la normativa vigente

Centros de Recursos Microbianos 
(mBRCs)



Workshop Técnico Materiales de Referencia

La CECT

 Es la única colección oficial y pública en España que mantiene y suministra
arqueas, bacterias, hongos filamentosos y levaduras

 Fundada en 1960 por el Prof. J. Rodríguez Villanueva

 Registrada en el Directorio Mundial de Colecciones de Cultivo (WDCM) y
miembro (WFCC) desde 1977 y miembro de la organización Europea de
Colecciones de Cultivo (ECCO) desde 1983

 Vinculada a la Universidad de Valencia desde 1980

 Autoridad Internacional para el Depósito de cepas bajo patente (Tratado de
Budapest, IDA) desde 1992

 Servicio de la Universidad de Valencia desde 1992
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Certificación en 2004 
para la ISO 9001, Sistemas de 

Gestión de Calidad, con el 
alcance: 

“Depósito, preparación, 
venta y distribución de 

microorganismos: arqueas, 
bacterias, levaduras y 
hongos filamentosos”

Implementación 
de las 

directrices de 
calidad de la 

OCDE para los 
BRC

Gestión de calidad en la CECT
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La CECT / mBRC según OCDE

 La CECT es un Centro de Recursos Microbianos, mantiene
cepas con potencial biotecnológico y realiza investigación sobre
los recursos que conserva

 Mantiene bases de datos con información molecular, fisiológica y
estructural sobre los recursos que alberga

 Actúa como proveedor de material biológico viable y
autentificado

 Sigue estándares de calidad en sus procedimientos

 Opera vigilando aspectos como la bioseguridad, el transporte
seguro del material, el cumplimiento del CBD, etc.
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Recursos microbianos: Total 8260

Depósito público: 7212

Arqueas

Bacterias

Hongos filamentosos

Levaduras

Depósito restringido: 114Depósito patentes: 934

A 15 de mayo de 2015
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Conservación de liófilos en cámara fría



Workshop Técnico Materiales de Referencia

Catálogo
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Conservación de cepas microbianas

 Identidad: conocer el material a conservar y comprobar su identificación
cuando se recibe el material original

 Viabilidad: deben utilizarse dos métodos de conservación, al menos
uno que permita la conservación a largo plazo (liofilización,
criocongelación, etc.)

 Estabilidad genética: preparar lotes que permitan tener reserva del
original para reducir el número de subcultivos

 Realizar controles periódicos de las cepas para garantizar su correcta
conservación: Viabilidad, Pureza, Autenticidad
 Después de la primera conservación: se genera un lote de

suministro y otro de reserva (estabilidad genética)
 Después de cada nuevo lote generado
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Identificación / Autentificación

Cepa 
conocida

Nuevo 
Depósito

Cepa cedida 
por otra 

Colección
Generación de 

nuevo lote

Control de Calidad

Técnica elegida 
para autentificar

Datos

Comparación con 
bases de datos 

existentes

Secuencias génicas, Sistemas Miniaturizados, 
Sistemas Multiprueba, GC-FAME, MALDI-TOF, etc.

Autentificación Contaminación, 
deriva genética…

Autentificación

AutentificaciónCepa
desconocida 

Técnica elegida 
para identificar

Datos

Comparación con 
bases de datos 

existentes

Secuencias génicas, Sistemas Miniaturizados, 
Sistemas Multiprueba, GC-FAME, MALDI-TOF, etc.

Identificación

Identificación
Perfil no incluido en 

la base de datos 
consultada

Posible nueva 
especie

Necesidad de nuevas pruebas
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Métodos convencionales

Caracteres morfológicos / 
pruebas de crecimiento

Sistemas miniaturizados

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/0f/Microbial_cultures_fridge.JPG/220px-Microbial_cultures_fridge.JPG
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/0f/Microbial_cultures_fridge.JPG/220px-Microbial_cultures_fridge.JPG
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ISR

ISR-RFLP

DdeI, HaeIII

ARDRA

Técnicas basadas en el DNA

RAPD

Otras moléculas

Proteínas

Ácidos grasos

Perfiles electroforéticos

Secuenciación
(16S rRNA..)

Métodos moleculares
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Secuenciación del gen 16S rRNA

 Método más utilizado para identificación de especies bacterianas
 Resultados comparables interlaboratorio
 Amplia base de datos pública (calidad de las secuencias)
 Económica y sencilla (PCR)
 Gen 16S rRNA: 1500 nucleótidos aprox.
 Requiere de personal experto para el análisis e interpretación de los

resultados
616V

630R

16S rRNA616V616V

630R630R

PCR
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MALDI-TOF MS

 “Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass
Spectrometry”

 Perfil de proteínas, mayoritariamente ribosomales (2-20 KDa), se
expresan constitutivamente, técnica reproducible

 El perfil proteico no afectado por las condiciones de cultivo o fase de
crecimiento en que se recoge la biomasa



Workshop Técnico Materiales de Referencia

MALDI-TOF MS

Espectro: 16/cepa Librería: normalización picos 16 
espectros

Perfil MALDI-TOF  Lactobacillus casei CECT 475T

BIOTYPER 1.1 
Comparación de 

librerias con base de 
datos

Dendrograma

Identificación por valor numérico (log score)
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MALDI-TOF MS

 Ventajas: Técnica reproducible y de fácil manejo

 Desventajas: Requiere de una base de datos previa

Autentificación en cepas de la CECT

Base de datos 
MALDI-TOF MS

CECT
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GC FAME

Condiciones de cultivo
pre-establecidas:
 Medio de cultivo
 Atmósfera
 Temperatura
 Tiempo de incubación

 “Fatty Acid Methyl Ester Gas Chromatography”

 Perfil de ácidos grasos característicos de especie bacteriana
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GC FAME

Volume: DATA            File: E09B256.68A       Samp Ctr: 4                   ID Number: 1041 
Type: QC                      Bottle: 3                        Method: RTSBA6 
Created: 11/25/2009 4:25:50 PM 
Sample ID: CECT 115 

RT Response Ar/Ht RFact ECL Peak Name Percent Comment1 Comment2
0.6980 630450 0.006 ---- 66.159 ---- < min rt
0.7077 1,19E+12 0.018 ---- 66.801 SOLVENT PEAK ---- < min rt
12.123 4151 0.010 1.163 99.992 10:00 0.81 ECL deviates -0.001

  
0.003

13.317 21007 0.009 1.130 106.153 11:0 iso 3.97 ECL deviates -0.003
  

0.001
13.495 431 0.009 1.125 107.073 11:0 anteiso 0.08 ECL deviates  0.002

  
0.006

14.479 636 0.013 1.101 111.769 10:0 2OH 0.12 ECL deviates -0.001
15.122 1298 0.010 1.089 114.505 10:0 3OH 0.24 ECL deviates  0.003
16.004 8631 0.009 ---- 118.261 unknown 11.825 ---- ECL deviates  0.001
16.710 11326 0.009 1.059 121.099 11:0 iso 3OH 2.01 ECL deviates  0.002
17.763 821 0.018 ---- 125.005 unknown 12.502 ---- ECL deviates -0.001
18.097 3872 0.010 1.038 126.244 13:0 iso 0.67 ECL deviates  0.001

  
0.003

18.344 590 0.009 1.034 127.161 13:0 anteiso 0.10 ECL deviates  0.002
  

0.004
19.478 719 0.011 1.019 131.242 12:0 iso 3OH 0.12 ECL deviates  0.004
20.085 363 0.009 1.012 133.288 12:1 3OH 0.06 ECL deviates  0.004
20.548 22772 0.009 1.006 134.850 12:0 3OH 3.83 ECL deviates  0.002
20.976 2722 0.009 1.001 136.290 14:0 iso 0.46 ECL deviates  0.001

  
0.002

21.905 819 0.011 ---- 139.421 unknown 13.951 ---- ECL deviates -0.009
22.071 23289 0.008 0.990 139.981 14:00 3.85 ECL deviates -0.002

 
0.001

22.493 27856 0.009 0.985 141.336 13:0 iso 3OH 4.59 ECL deviates  0.002
22.781 2312 0.011 0.983 142.257 13:0 2OH 0.38 ECL deviates  0.002
23.446 8867 0.009 0.976 144.388 15:1 iso F 1.45 ECL deviates -0.003
23.655 489 0.012 0.975 145.059 Sum In Feature 1 0.08 ECL deviates  0.003

  
iso H

24.048 217845 0.009 0.971 146.318 15:0 iso 35.38 ECL deviates  0.000
  

0.001
24.334 44783 0.009 0.969 147.237 15:0 anteiso 7.26 ECL deviates -0.001

 
0.001

25.199 2468 0.009 ---- 150.008 15:00 ---- ECL deviates  0.001
27.230 3836 0.009 0.947 156.337 16:0 iso 0.61 ECL deviates  0.001

  
0.001

27.754 21281 0.008 0.943 157.970 16:1 w9c 3.36 ECL deviates -0.003
27.885 76204 0.009 0.943 158.378 Sum In Feature 3 12.01 ECL deviates -0.002

  
w6c

28.405 45746 0.009 0.939 160.000 16:00 7.19 ECL deviates  0.000
  

0.000

29.825 30192 0.010 0.932 164.424 Sum In Feature 9 4.70 ECL deviates -0.005 17:1 iso w9c
30.181 405 0.010 0.930 165.534 17:1 anteiso w9c 0.06 ECL deviates  0.001
30.446 21044 0.009 0.928 166.359 17:0 iso 3.27 ECL deviates -0.001

 
0.001

30.756 1381 0.010 0.927 167.325 17:0 anteiso 0.21 ECL deviates  0.000
 

0.001
31.025 1016 0.010 0.926 168.165 17:1 w8c 0.16 ECL deviates  0.001

34.144 9707 0.009 0.914 177.940 18:1 w9c 1.48 ECL deviates  0.000
34.303 5014 0.010 0.914 178.439 Sum In Feature 8 0.77 ECL deviates -0.004 18:1 w7c

34.799 1668 0.010 0.913 179.994 18:00 0.25 ECL deviates -0.001
 

0.001

36.789 3069 0.011 0.909 186.394 19:0 iso 0.47 ECL deviates  0.001
  

0.000
42.419 1055 0.014 ---- 204.810 ---- > max rt

ECL Deviation: 0.003                            Reference ECL Shift: 0.002      Number Reference Peaks: 15
Total Response: 623828                         Total Named: 615892
Percent Named: 98.73%                         Total Amount: 597913

min0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
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Matches: 
Library Sim Index Entry Name
RTSBA6 6.10 0.905

 
(Xanthomonas, Pseudomonas)

MIDI Sherlock

Comparación 
cromatogramas con 

base de datos
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 Ventajas: Fácil manejo y bajo coste económico

 Desventajas: Reproducibilidad dependiente de las condiciones de
cultivo empleadas y necesidad de una base de datos previa

GC FAME

Autentificación en cepas de la CECT

Base de datos 
GC FAME

CECT
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La opción de la CECT en           
Identificación / Autentificación 

 Caracteres fenotípicos convencionales / Sistemas miniaturizados
i.e. API

 Análisis de secuencias génicas i.e. gen 16S rRNA (parcial o
completa) en bacterias / regiones ITS1-5,8S-ITS2 y D1/D2 del gen
26S en levaduras

 Análisis de la secuencia de otros genes “housekeeping”, como p.e.
rpoD para Aeromonas, ß-Tubulina o calmodulina en hongos

 Análisis de perfiles RAPD / ISR (confirmación dobles morfologías /
pureza)

 Análisis de perfiles GC FAME: Composición relativa de los ácidos
grasos celulares (MIDI-Sherlock Microbial Identification System)

 Análisis de perfiles MALDI –TOF: Composición relativa de proteínas
celulares (MALDI-TOF MS-Biotyper)
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Cepa de referencia: Microorganismo obtenido directamente de una Colección
de Referencia

Microorganismos definidos por lo menos al nivel de género y especie,
catalogados y descritos según sus características

Cepa tipo: Microorganismo elegido como representante para la descripción
de una nueva especie por reunir los caracteres que la diferencian de las
existentes.

Se exige el depósito de la cepa tipo en al menos dos Colecciones de Cultivo
de Referencia: WFCC (World Federation of Culture Collections)

ECCO (European Culture Collection Organization)

Cepas tipo y cepas de referencia

Pueden encontrarse en diferentes Colecciones de Cultivo
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WFCC / WDCM
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WFCC / WDCM
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WFCC / WDCM
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Cepas CECT Certificadas

Comprobado que el aspecto de 
sus colonias en medios de 
cultivo selectivos y su perfil 

bioquímico corresponde con el 
descrito en la norma UNE-CEN 

ISO/TS 11133
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MIRRI (Microbial Resources Research
Infrastructure)

Infraestructura paneuropea distribuida y coordinada que trata de:

 facilitar el acceso a microorganismos, sus derivados e información
asociada bajo estándares de calidad

 conectar proveedores de recursos microbianos con investigadores y
legisladores para el suministro eficiente de productos y servicios que
potencie la innovación en biotecnología

EU INFRA-2012-2.2.5,  nº: 312251

2012
Fase preparatoria

2016
Fase de construcción
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Recursos microbianos (RM) en Europa: 
Oferta actual   

RMs 
fragmentados 
y redundantes 

entre 
mBRCs

Datos 
fragmentados 

y no 
totalmente 

curados

Diferentes 
MTAs y 

acuerdos de 
IPR entre     
mBRCs

Oferta de 
servicios 

de mBRCs 
redundante 

y poco 
innovadora

RMs y 
experiencia 

no accesibles 

Diferentes
niveles de 

calidad

Esta situación frena el desarrollo de una bioeconomía
sostenible basada en la biotecnología
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Lo que MIRRI significa

Marco 
legal

común

Ampliar la 
cobertura 
en RM & 

especilizar 
mBRCs

Acceso a 
nuevos

materiales, 
productos &  

servicios

Estándares 
comunes de

calidad & 
datos

Facilitar
acceso a RM 
& formación

Programas 
de trabajo 

interdiscip.
con otras 

RIs

Coordinar e impulsar 
el acceso a recursos 
microbianos, 
servicios y 
experiencia 
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El personal de la CECT

Gracias por la atención!!
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Gestión de calidad integrada en BRCs

La implementación de las guías OECD y 
WFCC para CCs/mBRCs no son 

certificables ni acreditables.
Por ello, se está trabajando en una norma 
internacional que permita auditar este tipo 

de instituciones = > ISO/TC 276 
Biotecnología
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