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3.- Resumen TFM (maximo 1000 palabras):

El sistema inmunitario engloba la inmunidad innata, primera barrera inmunitaria caracterizada por la
inespecificidad de actuacion de las células fagociticas, y la inmunidad adaptativa, responsable por la eliminacidn
especifica de patdgenos mediante células linfociticas dotadas de memoria inmunoldgica (Roitt et al., 2017).
Recientemente surgio el concepto de inmunidad entrenada, que es la capacidad que tienen las células inmunitarias
innatas de producir una respuesta inmunitaria mejorada frente a una infecciéon secundaria tras la infecciéon o
inmunizacion previa con un patdgeno no relacionado (Netea et al., 2011).

Las micobacterias son agentes estimuladores de la inmunidad entrenada, originando una proteccidn cruzada
inespecifica frente a un gran numero de patégenos (Covian et al.,, 2019). En 2011, se desarrollé un
inmunoestimulante basado en Mycobacterium bovis inactivado por calor (HIMB) contra la tuberculosis, con
resultados similares a los de la vacuna viva atenuada BCG (Garrido et al., 2011). HIMB destaca sobre la BCG al ser
inactivada, reduciendo problemas de bioseguridad asociados al desarrollo de granulomas en individuos
inmunodeprimidos y a la persistencia de la estirpe vacunal en el ambiente (Palmer et al., 2016). A la extensién de
nuestros conocimientos, se desconoce la capacidad de proteccion inespecifica de HIMB frente a otros patégenos.

La salmonelosis representa un problema de Salud Publica que ocasiona importantes pérdidas econdmicas en la
industria porcina. Esto es de suma importancia ya que Espafia es el cuarto pais productor de carne de porcino del
mundo (MAPA, 2020). La vacunacién puede ser una estrategia clave para reducir el impacto de Salmonella en las
explotaciones porcinas y su transmisiéon a humanos (De Lucia & Ostanello, 2020). No obstante, la vacunacion
especifica frente a este patdgeno presenta deficiencias para el control de los distintos serovares (Wales & Davies,
2017).

El objetivo principal de este estudio fue evaluar si el inmunoestimulante HIMB tenia un efecto inmunoprotector
en cerdos infectados por Salmonella enterica serovar Choleraesuis (S. Choleraesuis), explorando asi la amplitud y
eficacia de esta proteccidn inmunoldgica inespecifica. Los objetivos especificos fueron los siguientes:

1. Evaluar las diferencias de signos clinicos, peso y temperatura corporal entre cerdos inmunoestimulados y no
inmunoestimulados con HIMB, ambos infectados con S. Choleraesuis.

2. Analizar las diferencias en la excrecion fecal y la distribucidn tisular bacteriana entre cerdos
inmunoestimulados y no inmunoestimulados con HIMB, ambos desafiados con S. Choleraesuis.

3. Evaluar y comparar las lesiones patolégicas macroscopicas e histopatoldgicas en los pulmones de cerdos
inmunoestimulados y no inmunoestimulados con HIMB, ambos infectados con S. Choleraesuis.

4. Analizar la expresion de citoquinas en el pulmén y su correlacién con las lesiones pulmonares microscépicas
entre cerdos inmunoestimulados y no inmunoestimulados con HIMB, ambos desafiados con S. Choleraesuis.

Para ello, veinticuatro lechones hembras de 10 dias de edad fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos:
grupo inmunizado (n=10), recibié por via oral dos dosis de HIMB antes de ser infectado por via intratraqueal con S.
Choleraesuis; grupo control positivo (N=9), infectado con S. Choleraesuis y no inmunizado; y grupo control negativo




(n=5), no inmunizado ni infectado. Los parametros ante mortem (signos clinicos, temperatura corporal, peso y
excrecion fecal bacteriana) fueron analizados utilizando un modelo lineal de efectos mixtos en R 4.0.4 (R Core Team,
2021). Los parametros post mortem (colonizacion tisular bacteriana, lesiones pulmonares y expresidn de citoquinas)
fueron analizados mediante la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon.

Los resultados mostraron que la inmunoestimulacién con HIMB mejord la ganancia de peso, ya que el aumento
de peso fue significativamente inferior en el grupo control positivo en relacidn con el control negativo (p=0,0046) y
el inmunizado (p=0,0475). HIMB limit6 el aumento de temperatura corporal, con valores significativos mas elevados
en individuos del grupo control positivo en comparacién con el inmunizado (p=0,0081) y control negativo
(p=0,0131). Ademas, este inmunoestimulante redujo los sintomas respiratorios como disnea, tos y afonia, aunque
de forma no significativa (p > 0,05).

Las lesiones macroscépicas pulmonares provocadas por S. Choleraesuis en cerdos se caracterizaron
principalmente por la presencia de neumonia intersticial acompafiada de areas de atelectasia, siendo notablemente
mas pronunciadas en el grupo control positivo (p=0,047). A nivel microscépico, las principales lesiones observadas
fueron la presencia de edema y neumonia intersticial con infiltrado mononuclear o mixto, congestion y
hemorragias. El andlisis de la puntuacién total de las lesiones pulmonares fue significativamente mayor (p=0,020) en
el grupo control positivo en comparacién con el inmunizado. A nivel inmunoldgico, los lechones inmunizados con
HIMB presentaron una mayor expresion de la quimiocina CCL28 en pulmén (p=0.021), sefialando la importancia de
la inmunidad innata en la proteccion inespecifica frente a S. Choleraesuis. No se observaron cambios significativos
(p > 0,05) en el grupo inmunizado frente al no inmunizado para IFNy, TNFa, IL-1a e IL-8.

La diferencia de colonizacién bacteriana tisular total o en 6rganos individuales (amigdala, bazo y linfonodos
traqueobronquiales) entre grupos no ha sido significativa (p > 0.05). Tampoco se observaron diferencias
significativas (p > 0.05) entre los grupos infectados en la excrecidn fecal de S. Choleraesuis.

Segun los resultados descritos, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

1. La inmunizacidn con HIMB fue eficaz para reducir los sintomas clinicos y limitar el aumento de
temperatura y la pérdida de peso en animales infectados con S. Choleraesuis, mejorando asi el bienestar
de los animales y potencialmente minimizando las pérdidas econdmicas en la ganaderia porcina.

2. La colonizacidn tisular y la excrecidn de S. Choleraesuis no se redujeron con la administracién del
inmunoestimulante HIMB. Asi pues, HIMB no funcioné como estrategia de mitigacién de riesgos.

3. Los cerdos estimulados con HIMB mostraron menor gravedad en las lesiones pulmonares, lo que mejoré
el estado de salud de los animales.

4.  El principal mecanismo inmunoldgico implicado en la disminucién de las lesiones pulmonares asociadas a
la inmunoestimulacién con HIMB fue la sobreexpresiéon de CCL28 en este érgano, destacando la
importancia de la inmunidad innata de las mucosas en la proteccion inespecifica ante S. Choleraesuis.

5. Este estudio sugiere que la inmunizacién con HIMB puede tener efectos benéficos a nivel clinico,
patoldgico e inmunoldgico frente a patédgenos bacterianos en porcino dentro del concepto de inmunidad
entrenada, abriendo la puerta a futuros estudios de investigacion para profundizar en esta teoria.
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