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En el Valle del Curueiio (Ledén) se cria el gallo de pluma, una raza reconocida
internacionalmente por el brillo de sus plumas, las cuales se utilizan para elaborar moscas de
pesca debido a que su colorido imita el aspecto de las alas de estos insectos. Actualmente son
pocos ya los criadores que siguen dedicandose a la cria de este gallo que, por motivos que siguen
siendo desconocidos, s6lo desarrolla el brillo caracteristico de su pluma en la zona del Valle del
Curueiio. Se trata de una raza de la que existen dos variedades, la india y la parda, cada una de
las cuales desarrollan diferentes degradados de colores en sus plumas. Gracias a su situacion
geogrifica y a las especiales caracteristicas de su sistema de cria, el gallo de pluma ofrece la
posibilidad de obtener aislados probidticos con escasa o nula resistencia frente a los
antimicrobianos. Asi, con el objetivo de caracterizar aislados de bacterias acido-lacticas que
pudieran tener propiedades probidticas, en nuestro estudio se obtuvieron 120 aislados
procedentes del intestino de gallos de pluma que identificamos como género Lactobacillus.
Posteriormente, se seleccionaron aquellos aislados que fueron sensibles a los antibidticos
recomendados por la EFSA, quedando un total de 39 muestras. El siguiente paso fue comprobar
la resistencia a pH acido asi como a sales biliares, seleccionando aquellos aislados que superaban
el 50 % de resistencia, quedando 17 muestras seleccionadas que redujeron el pH por debajo de
4,5. Finalmente, las cepas se enfrentaron a microorganismos patéogenos. Tras la valoracion del
halo de inhibicion del crecimiento, 5 fueron los aislados seleccionados como candidatos a
probidticos. Nuestro siguiente paso sera comprobar la seguridad y eficacia de estas cepas en
pruebas experimentales, seleccionando aquella combinacion de cepas que mejores resultados
demuestren en la mejora de la microbiota.

In the Valley of the Curueiio (Ledn) is raised the feather cock, a breed internationally
recognized by the brightness of their feathers, which are used to make fishing flies because their
colour mimics the appearance of the wings of these insects. Nowadays, there are few breeders
who continue to dedicate themselves to the breeding of this cock that, for reasons that remain
unknown, only develops the characteristic luster of their feather in the Valley of the Curueiio. It
is a breed of which there are two varieties, Indian and brown, each of which develop different
gradients of colours in their feathers. Thanks to its geographical location and the special
characteristics of its breeding system, the feather cock offers the possibility of obtaining
probiotic isolates with little or no resistance against antimicrobials. Thus, in order to
characterize isolates of acid-lactic bacteria that could have probiotic properties, in our study we
obtained 120 isolates from the intestine of feather cocks identified as Lactobacillus genus.
Subsequently, those isolates that were sensitive to the antibiotics recommended by EFSA were
selected, leaving a total of 39 samples. The next step was to check resistance to acid pH as well as
bile salts, selecting those isolates that exceeded 50 % resistance, leaving 17 samples selected
which reduced the pH below 4.5. Finally, the strains were confronted with pathogenic
microorganisms. After the halo titration of growth inhibition, 5 were the isolates selected as
probiotic candidates. Our next step will be to check the safety and efficacy of these strains in



experimental tests, selecting the combination of strains that show better results in the
improvement of the microbiota.
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Introduccion

Hay criadores que se dedican a sectores que estan fuera de la produccion de huevos, cria, recria o
engorde. En el Valle del Curuefio, en la montafia centro-oriental de la provincia de Leén, en un radio
de 10 kilometros, se cria el gallo de pluma, de cuyas rifionadas y colgaderas se obtienen unas
incomparables plumas internacionalmente famosas en el mundo de la pesca por su caracteristico brillo
y su variedad de color.

La confeccion de moscas de pesca, ahogadas y secas, que imiten las alas de las moscas que
eclosionan en los rios de este valle, es toda una artesania. Televisiones nacionales y medios de
comunicacion, tanto nacionales como internacionales, han querido conocer de cerca la crianza de este
gallo. Muchos han sido los escritores que a lo largo de la historia han plasmado en papel el arte de
confeccionar moscas, resaltando el trabajo de Juan de Bergara, que en el afio 1624 publicaba el
mundialmente conocido Manuscrito de Astorga, donde habla de los gallos de Leon por la calidad y
vistosidad de su pluma, no conseguida en ningln otro lugar del mundo. En este manuscrito se cita
hasta 33 modalidades para pescar mosca durante las distintas épocas del afio. Mas tarde, en 1825, Luis
Pefia amplia a 41 los anzuelos posibles con plumas de gallos de Leon.

Alejado del ciclo productivo propio de una granja industrial, el gallo de pluma de Leon es criado de
forma natural en corrales o amplias huertas. Cuando nacen, a los animales se les da un pienso de
arranque compuesto que favorezca su crecimiento; posteriormente, una vez el animal es adulto y sus
necesidades energéticas disminuyen, su dieta se simplifica a grano de maiz y trigo. Es una raza que
adquiere un peso maximo de 2,5 kg, teniendo una vida media de 10 afios aunque a partir de los 5 afios
su pluma comienza a perder calidad con lo que los animales dejan de ser rentables.

Esta raza tiene dos variedades, el Indio y el Pardo, incluidas dentro del Libro de Razas Espafolas
desde el 2011. La denominacién Indio tiene un ambito de crianza muy reducido, situdndose alrededor
de la Candana, dentro del Valle del Curuefio, mientras que la denominacion Pardo se extiende por todo
el valle. Brevemente, podriamos decir que la pluma de los gallos indios es de color liso que va desde
el blanco al negro, pasando por una amplia gama de grises y rojizos mas o menos amarillentos,
mientras que los pardos tienen una pluma con motas o pencas, clasificindose las plumas en funcién
del color de fondo y sobre todo por el tamafio y forma de estas motas. A los 9 meses de vida, se realiza
la “limpia” del gallo que consiste en la extraccion de las plumas que no sirven. A partir de este
momento, se realiza la “pela” del animal cada 3 meses, arrancando la pluma manualmente, una por
una, agrupandolas en grupos de 12 plumas denominados mazos. En cada pela se obtienen de un orden
de 5 a 8 mazos.

Es conveniente destacar los dos problemas mas graves de la cria de este gallo. Uno es la
consanguinidad y otro el porcentaje de nacimientos. Las hembras son utilizadas tnicamente como
reproductoras, siendo de los machos de los que se obtiene la pluma. La tasa media de nacimientos
sobre huevos incubados es del 60 %, del cual el 60 % son hembras. Ademas, hay mucha mortalidad
durante la cria, descartandose gallos después de la primera pela, cuando la calidad de la pluma no es la
esperada.

El creciente problema del aumento de la resistencia que las bacterias estan ofreciendo frente a los
antibioticos pone en peligro la eficacia de la prevencion y el tratamiento de las infecciones. Esto
supone una amenaza cada vez mayor a la salud publica y animal a nivel mundial. Con el fin de ayudar
a paliar esta situacion, nuestro equipo escogio al gallo de pluma como fuente de aislados probioticos
con escasa o nula resistencia frente a los antimicrobianos para conseguir una alternativa frente al uso
de antibioticos en avicultura.

Material y métodos



Se tomaron muestras de heces de gallos de pluma de Leon, de las cuales se obtuvieron 260 aislados
bacterianos. Para el aislamiento de las bacterias, se utilizd6 medio de cultivo MRS (Man Rogosa
Sharpe), incubandose las muestras a 39,5° + 0,5° C en condiciones de anaerobiosis durante 48 h.

Dentro de cada placa, a todas las colonias obtenidas con diferente morfologia se les realizd una
seleccion preliminar mediante la prueba de Gram y se hizo una seleccion de las cepas que resultaron
ser Gram positivas, catalasa negativas y con morfologia bacilar o cocobacilar. Posteriormente, estas
cepas se identificaron mediante PCR convencional, amplificando un fragmento de la region
intergénica 16S-23S. Ademas, algunas de las muestras se identificaron mediante la amplificacion de
un fragmento de 1000 pares de bases del gen 16S debido a la baja homologia que presentaban con la
region intergénica presente en las bases de datos. En total se identificaron 120 cepas como género
Lactobacillus, bacterias acido-lacticas (BAL).

Sobre estas muestras se realizd un antibiograma para comprobar su comportamiento frente a los
antibioticos ampicilina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, tetraciclina y vancomicina, recomendados por la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA). Para ello el método utilizado fue la dilucién en caldo de cultivo en microplacas
de cultivo celular estériles. Una vez analizados los antibiogramas, se seleccionaron aquellas cepas
cuyos resultados indicaban que podrian pasar los puntos de corte marcados por la EFSA (2012) para la
seleccion de probidticos para su uso en animales. De todos los aislados pasaron el corte 39 muestras.

El siguiente paso fue comprobar la resistencia a pH acido intentando mimetizar el pH del estomago
que las bacterias han de resistir para poder llegar a colonizar el intestino. Para ello los aislados se
cultivaron en medio MRS caldo ajustado a pH 6,2 como control y a pH 2, realizando conteos de
bacterias viables a tiempo 0 y a las 2 horas, calculando el porcentaje de resistencia (seleccionando las
que superan el 50 % de resistencia).

También se analizo la resistencia a sales biliares donde los aislados se cultivaron en medio MRS
caldo y en MRS caldo con un 0,15 % de sales biliares, realizando asi mismo conteos de bacterias
viables a tiempo 0 y a las 2 horas, calculando el porcentaje de resistencia como en el caso anterior, y
seleccionando las que superaron el 50 % de resistencia.

Asi mismo, se analizd la capacidad de acidificacion (disminucion del pH) de las cepas. Al
fermentar los azlicares presentes en el medio de cultivo, las bacterias acido-lacticas generan acidos que
disminuyen el pH, lo cual inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos presentes en el mismo
habitat. Se incubaron las bacterias en caldo MRS durante 24 y 48 horas, no habiendo diferencias
significativas entre el pH obtenido a los dos tiempos. Todos los aislados bajaron el pH del medio < 4,5
salvo un aislado que superaba ligeramente este valor.

Una vez realizadas las pruebas de resistencia hasta aqui mencionadas, se disponia de 17 cepas BAL
seleccionadas. Una caracteristica del potencial probidtico que tienen que cumplir los aislados BAL es
su actividad inhibidora sobre microorganismos patdgenos. Para conocer la actividad antimicrobiana de
los 17 aislados seleccionados se procedio a realizar una prueba denominada Spot test, modificando el
protocolo descrito por Schillinger & Liicke (1989), enfrentando los aislados de BAL con aislados de
Salmonella entérica, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Clostridium perfringens y
Clostridium difficile. Todos los aislados fueron testados por triplicado.

Resultados y discusion

Tras analizar los resultados a los antibiogramas y realizar las pruebas de resistencia citadas con
anterioridad, se obtuvieron 17 cepas BAL que se muestran en la Tabla 1.

En la tabla se reflejan las medias de los valores obtenidos en las tres réplicas realizadas para cada
cepa y cada prueba. En el caso de las 4 primeras cepas todas las réplicas superaron los puntos de corte
propuestos mientras que en las cepas 5 y 6 una de las réplicas mostré un valor muy proximo a los
criterios propuestos.

Las cepas 7 a 15 son aislados en los que una de las tres réplicas de algin experimento no supero los
criterios propuestos. Finalmente, las dos tltimas cepas, 16 y 17, mostraron dos réplicas en el conjunto
de experimentos que no superaron los criterios propuestos.



Tabla 1 Cepas seleccionadas tras el analisis de los antibiogramas y realizacion de las pruebas de resistencia.

. . s Bajada Resistencia Resistencia

ID | Identificacion (99 %) derH pH (%) sales biliares (%)
1 L. salivarius 4,25 88,76 100,00

2 L. oris 4,24 69,70 100,00

3 L. oris (96 %) 4,27 87,06 77,84

4 L. reuteri 43 70,85 86,91

5 L. reuteri 4,3 61,03 90,73

6 L. oris (96 %) 4,26 73,83 74,88

7 L. oris 423 100,00 100,00

8 L. reuteri 4,3 100,00 88,36

9 L. oris 4,59 100,00 75,50

10 L. reuteri 4,24 63,53 97,37

11 L. reuteri 4,3 76,21 73,92

12 L. salivarius 421 100,00 46,84

13 L. reuteri 4,29 45,50 100,00
14 L. reuteri 4,29 42,33 100,00
15 L. oris 4,26 57,08 47,24

16 L. salivarius 3,73 100,00 76,09

17 L. oris 4,27 70,28 100,00

Posteriormente, estas cepas se enfrentaron a los patdgenos S. enterica, S. typhimurium, E. coli, C.
perfringens y C. difficile y se midieron los halos de inhibicion (didmetro en milimetros) que
representan el grado de resistencia frente a dichos patdgenos, seleccionandose finalmente 5 de ellas
como candidatas a formar parte de composiciones probiodticas. Los proximos pasos a seguir de forma
inminente consistiran en probar de forma individual o combinada el comportamiento de estas cepas a
nivel de seguridad y eficacia en diferentes pruebas experimentales, tanto en pollitos de un afio de vida
como en animales de cebo, y observar la capacidad que tienen de mejorar la microbiota de los pollos.
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