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RESUMEN

El uso de antibidticos (AB) impacta negativamente la microbiota intestinal.
Probidticos, prebidticos y sinbidticos han sido utilizados como alternativa para evitar
dicho impacto. En este estudio se evalu6 el efecto de un sinbidtico novedoso
compuesto por Saccharomyces boulardii CNCM [-745 y fructanos de Agave
salmiana (fAs) con el objetivo de modular la microbiota intestinal después del uso
de antibidticos. Para comparar el efecto del sinbiético novedoso, se utilizaron dos
presentaciones sinbiodticas, sinbiotico comercial (C) y sinbiotico novedoso (para
mejorar la adhesion de levadura con el epitelio) (N). Inicialmente se extrajeron fAs
y se formuld y caracterizé el microencapsulado que contenia S. boulardii al cual se
le denomind sinbidtico novedoso. A partir de un Biomodelo animal de ratas Wistar,
se formaron un total de ocho grupos, cinco controles y tres grupos de interés; para
evaluar la microbiota tras el uso de antibioticos: G5: AB + sinbidtico N, G6: AB +
sinbiotico Cy G8: AB + fAs. Todos los tratamientos se administraron durante 7 dias.
Finalmente, en los dias 7 y 21, se sacrificaron los biomodelos; se recupero el ciego
y se utilizé para evaluar la histologia, valorar la integridad epitelial y extraer material
genético bacteriano. Finalmente, se realiz6 la secuenciacion del ARN ribosémico
16S. El analisis histolégico mostr6 menos cambios epiteliales y una mayor
abundancia de microbiota intestinal en los grupos G5, G6 y G8 en comparacion con
el grupo de control. Por otro lado, los grupos G5 y G6 mostraron efectos benéficos
en la reconstruccién epitelial a dos semanas después del tratamiento. Los grupos
que recibieron el sinbidtico sin antibidtico (G3 y G4) mostraron un equilibrio en la
microbiota nativa, lo que favorecio el desarrollo de microorganismos benéficos;
curiosamente, estos hallazgos se observaron en los grupos que utilizaron el

sinbiotico al mismo tiempo que el tratamiento con antibioticos.

Palabras clave: Microbiota intestinal, Sinbidtico, Antibiético, Modelo animal.



SUMMARY

The use of antibiotics negatively impacts the intestinal microbiota. Probiotics,
prebiotics, and synbiotics have been used as alternatives to avoid associated
disorders. The effects of a novel synbiotic composed of Saccharomyces boulardii
CNCM 1-745 and Agave salmiana fructans (fAs) were evaluated with the aim of
modulating the intestinal microbiota damaged by antibiotic use. First, fAs were
extracted, and the microencapsulated formulation containing S. boulardii which was
termed a novel synbiotic was developed and characterized. To compare the effect
of the novel synbiotic (NS), two probiotic presentations were used: commercial (C)
and microencapsulated with a novel formulation (N) to improve yeast epithelial
adhesion. A total of eight groups, five controls and three groups of interest, were
formed to evaluate the microbiota after the use of antibiotics: G5: AB + N-synbiotic,
G6: AB + C-synbiotic, and G8: AB + fAs. All treatments were administered for 7
days. Finally, on days 7 and 21, the biomodels were euthanized; the cecum was
recovered and used to evaluate histology, assess epithelial integrity by TEM, and
extract bacterial genetic material; sequencing of the 16S rRNA meta barcode was
performed. Histological analysis showed fewer epithelial changes and a higher
abundance of intestinal microbiota in groups G5, G6, and G8 compared to the
control group. On the other hand, groups G5 and G6 showed beneficial effects on
epithelial reconstruction after two weeks post-treatment. The groups that received
the synbiotic without AB (G3 and G4) showed a balance in the native microbiota,
promoting the development of beneficial microorganisms; interestingly, these
findings were observed in the groups that used the synbiotic at the same time as
the antibiotic treatment.

Keywords: Gut microbiota, Synbiotic, Antibiotic, Animal model.
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1.-INTRODUCCION

1.1- Microbiota Humana.

En los ultimos anos, la microbiota humana ha adquirido un papel central en la
investigacion biomédica debido a su influencia sobre practicamente todos los
sistemas fisiologicos del organismo. La microbiota humana es un complejo
ecosistema de microorganismos que colonizan generalmente a las mucosas del
cuerpo humano, esta compuesta mayoritariamente por bacterias, hongos, arqueas,
parasitos y virus (De Vos, 2015) cuya distribucion varia de acuerdo con el nicho
anatomico que colonizan. En conjunto se encuentra conviviendo en una relacion
simbidtica con las células del huésped. Para comprender mejor su estudio se ha
dividido en: microbiota oral, microbiota de la piel, microbiota del tracto genital y
microbiota del tracto gastrointestinal (“Structure, Function and Diversity of the
Healthy Human Microbiome,” 2012). Entre todos ellos, la microbiota intestinal
representa la comunidad microbiana mas abundante y metabdlicamente activa, con
una poblacion estimada de aproximadamente 10'-10" microorganismos y un
repertorio genético que supera ampliamente el contenido del genoma humano. Esta
capacidad metabdlica complementaria ha llevado a considerar al microbioma
intestinal como un "érgano funcional" capaz de participar en procesos fisioldgicos
esenciales (Walker & Hoyles, 2023).

La microbiota humana es de vital importancia, ya que ayuda a mantener un
equilibrio entre la poblacion de bacterias benéficas y aquellas que pueden
desencadenar un problema para la salud (Chen et al., 2021). Las poblaciones
bacterianas de la microbiota intestinal son variables y dependen de multiples
factores, en general se conoce que depende de la alimentacién, habitos, lugar de
residencia entre otros (Costello et al., 2009). El establecimiento de la microbiota
intestinal inicia desde las primeras etapas de la vida y continua evolucionando hasta
alcanzar una composicién relativamente estable durante la edad adulta. Se conoce
que la microbiota intestinal se adquiere desde el nacimiento y se considera un factor
determinante la via de parto del recién nacido (Dominguez-Bello et al., 2010;
Kennedy et al., 2025), existe poca evidencia sin embargo diversos autores han
encontrado que la microbiota se adquiere incluso previo al nacimiento, debido a la
presencia de algunas bacterias en la placenta (Stout et al., 2013), 6rgano que se



consideraba estéril, esta hipdtesis ha sido controversial y es motivo de
investigaciones actuales (Aagaard et al.,, 2014; Panzer et al.,, 2023). El
establecimiento de la microbiota humana ocurre durante los primeros 3 a 5 afnos de
vida (Cheng et al., 2016), mientras que su desarrollo esta determinado por multiples
factores, entre ellos el tipo de nacimiento, la alimentacion durante la lactancia, la
dieta habitual, la exposicidon a antibiéticos, el ambiente, la genética del hospedero
y el estilo de vida. directamente influenciada por diversos factores exdgenos como
el consumo de antibidticos (Rinninella et al.,2019) y otros medicamentos como
Antinflamatorios No Esteroideos (Makivuokko et al., 2010). A lo largo de la vida, la
composicién de microorganismos presentara cambios tanto en diversidad como en
cantidad, con cientos de especies ya conocidas y otras por conocer, como
consecuencia, cada individuo posee una configuracidn microbiana unica,
caracterizada no solo por diferencias taxonomicas, sino también por una
considerable diversidad funcional. En condiciones de salud, predominan bacterias
pertenecientes a los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteriota,
Proteobacteria y Verrucomicrobia, cuya interaccion ecologica favorece el
mantenimiento de la homeostasis intestinal y sistémica (Rajilic-Stojanovi¢ et al.,
2009). La microbiota humana alcanzara su mayor complejidad y estabilidad en el
individuo adulto y se mantendra relativamente estable hasta alcanzar la vejez en
condiciones de buena salud, es decir, una alimentacidon balanceada y practica de
ejercicio de forma habitual (Schoultz et al., 2025). Los avances en tecnologias de
secuenciacion de nueva generacidn, metagenomica, metatranscriptomica vy
metabolémica han transformado la comprensién de la microbiota intestinal,
demostrando que su importancia radica mas en las funciones metabdlicas que
desempefia que en la mera presencia de determinados microorganismos. En este
sentido, uno de los hallazgos mas relevantes de los ultimos afos es el
reconocimiento de que la microbiota actia como un regulador metabdlico e
inmunoldgico, capaz de producir una amplia variedad de metabolitos bioactivos,
entre los que destacan los acidos grasos de cadena corta, los derivados del
triptéfano, los acidos biliares secundarios y diversas vitaminas (Kim & Kweon,
2024). Estos compuestos participan en la regulacion del metabolismo energético,

la integridad de la barrera intestinal, la maduracion del sistema inmunitario, la



comunicacioén bidireccional entre el intestino y el sistema nervioso central, asi como

en la modulacién de procesos inflamatorios y endocrinos.

1.2- Microbiota intestinal.

La microbiota intestinal humana (MI) esta constituida por una gran cantidad de
microorganismos que interactuan en un estado simbiotico con las células del
epitelio del tracto gastrointestinal (TG). Debido a la gran cantidad y variabilidad
microbiana, la MI tiene un papel fundamental en el metabolismo, fisiologia,
inmunomodulacion y nutricion del hospedero (Ottman et al., 2012). De manera
paralela, investigaciones recientes han modificado el concepto tradicional de una
microbiota "saludable". Actualmente se acepta que no existe una composicion
taxondmica universal asociada con la salud; en cambio, el concepto de se
fundamenta en la capacidad funcional, estabilidad ecoldgica y resiliencia de la
comunidad microbiana para mantener la homeostasis del hospedero frente a
perturbaciones como cambios en la dieta, infecciones o tratamientos antibiéticos.
El establecimiento de la microbiota resulta un proceso dinamico en constante
cambio (Ruan et al., 2020) es adquirida al momento del nacimiento (Dominguez-
Bello et al., 2010) y se establece de forma residente bajo diversos factores como:
alimentacion en los primeros meses de vida, consumo de antibidticos y la
incorporacion de la alimentacién soélida (Voreades et al., 2014). La MI se
consolidara con una poblacion base de microorganismos y virus, después de los
primeros 5 afios de vida, presentando cambios tanto en diversidad como en numero
dependiendo de otros factores (Cheng et al., 2016). La MI ha sido asociada a
diversos trastornos intestinales (Cani, 2018) en los cuales la composicion vy
funcionalidad de los microorganismos se ve alterada, a lo que se le llama disbiosis.
Dentro de las principales patologias que se relacionan a la disbiosis se encuentran:
la enfermedad intestinal, donde existe una clara relacion entre el aumento de
anaerobios facultativos y la disminucion de metabolitos como los acidos grasos de
cadena corta (Lloyd-Price et al., 2019), asi como el cancer colorrectal (Tilg et al.,
2018) y el sindrome del intestino irritable (Sll). Siendo este ultimo, un trastorno
funcional del tracto gastrointestinal asociado al metabolismo de la purinas y niveles
elevados de Proteobacterias en la mucosa de la microbiota intestinal (Mars et al.,



2020), asi como, al estrefiimiento funcional (EF), donde se ha encontrado una
disminucién en las poblaciones del filum Bacteriodetes en particular bajos niveles
del género Prevotella (Zhu et al., 2014), en general se han observado diferencias
significativas en aquellos pacientes que padecen estrefiimiento a diferencia de
pacientes sanos (Moraes et al., 2016). Bajo esta perspectiva, la diversidad
microbiana y la redundancia funcional constituyen indicadores mas relevantes que
la abundancia de especies individuales, ya que permiten conservar funciones
metabdlicas esenciales aun cuando ocurren modificaciones en la composicion de
la comunidad microbiana (Lee et al., 2024). Estos hallazgos posicionan a la
microbiota intestinal como un componente esencial para la salud humana y un
blanco terapéutico de gran interés en la medicina moderna. En consecuencia, la
identificacion de estrategias capaces de preservar o restaurar su equilibrio
funcional, particularmente durante condiciones de disbiosis inducida por
antibioticos, representa una de las principales areas de investigacion en nutricion,

microbiologia y biotecnologia.

1.3- Probiédticos

Durante los ultimos anos, los probidticos han adquirido un papel relevante en la
investigacion biomédica debido a su capacidad para modular la microbiota intestinal
y ejercer efectos benéficos sobre diversos procesos fisiologicos del hospedero. De
acuerdo con la definicién propuesta por la International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP), los probiotico son definidos como
microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud (Hill et al., 2014). Esta definicién enfatiza que
los efectos benéficos son especificos de cada cepa, por lo que la eficacia observada
para un microorganismo determinado no puede extrapolarse a otras especies o
incluso a cepas de la misma especie. El uso y aplicacidon de los probidticos lleva
decadas de estudio, se sabe que los principales beneficios que confiere a la salud
son dependientes de la cepa probiotica que se utiliza (Ji et al., 2019), aunque en
general y donde se tiene mayor evidencia es en el tratamiento concomitante para
las enfermedades gastrointestinales (Ritchie & Romanuk, 2012). Actualmente se
reconoce que los mecanismos de accion de los probidticos son multifactoriales e

involucran una compleja interaccidn entre el microorganismo, la microbiota



residente y el sistema inmunologico del hospedero, aunque se sabe que en
algunos casos una determinada cepa probiotica podria ejercer diversos efectos en
la salud. El mecanismo de accion de los probioticos es variado, en general se puede
concluir que inhiben el desarrollo de patogenos por competicién de nutrientes, por
la producciéon de metabolitos y por la generacion de enzimas que resultan ser
sustancias antimicrobianas (Kumar et al., 2013). Ademas, se pueden mencionar
diversos mecanismos bien documentados como la produccion y regulacion de
metabolitos bioactivos, particularmente acidos grasos de cadena corta, regular el
transito intestinal y aumentar el recambio de los enterocitos (Valdovinos et al.,
2017), de manera adicional, diversos estudios han demostrado que los probioticos
participan en, el aumento de acidos biliares secundarios y derivados del triptéfano,
moléculas que desemperfian un papel fundamental en la homeostasis intestinal y
sistémica. Otros mecanismos que concluyen en efectos mas puntuales como
aumento en la actividad de la respuesta inmunoldgica son cepa dependiente (van
Baarlen et al., 2011) (Yang et al., 2023). Finalmente es importante sefialar que los
mecanismos mencionados no los encontraremos en una sola cepa probidtica. Uno
de los avances mas importantes de los ultimos afos consiste en reconocer que el
principal efecto de los probiéticos no radica necesariamente en modificar de manera
permanente la composicion taxondmica de la microbiota intestinal, sino en inducir

cambios funcionales dentro del ecosistema microbiano.

En la actualidad, la investigacion sobre cepas probidticas ha evolucionado hacia el
disefio de formulaciones de nueva generacion que incorporan sistemas de
proteccion, como el microencapsulado, y su combinacion con prebidticos
especificos para conformar sinbidticos sinérgicos y complementarios. Estas
estrategias buscan incrementar la viabilidad de los microorganismos durante el
almacenamiento y el transito gastrointestinal, optimizar su interaccion con la
microbiota residente y potenciar sus efectos funcionales (Sarita et al., 2025). el
desarrollo de formulaciones sinbioticas representa una de las areas con mayor
crecimiento dentro de la biotecnologia alimentaria y la medicina traslacional, al
ofrecer alternativas innovadoras para la modulacion dirigida de la microbiota

intestinal y la prevencion de enfermedades asociadas con la disbiosis



1.4- Probiéticos y la prevencion de la diarrea asociada antibiéticos

La diarrea asociada al uso de antibiéticos (DAA) constituye una de las
complicaciones mas frecuentes derivadas de la terapia antimicrobiana y representa
un importante problema de salud publica . Uno de los principales efectos del uso
de antibidticos de amplio espectro es la modificacion de la microbiota intestinal
(Patangia et al., 2022). Después de este desequilibrio entre poblaciones
bacterianas se puede presentar una condicion conocida como DAA. Se conoce que
el uso de probidticos puede ayudar a restaurar los efectos del antibidtico y
restablecer las poblaciones microbianas (Szajewska el at., 2025). La evidencia
clinica disponible indica que la eficacia de los probidticos en la prevencion de la
DAA es dependiente de la cepa administrada, la dosis, la duracion del tratamiento
y las caracteristicas del paciente. En este sentido, revisiones sistematicas han
demostrado que cepas como Saccharomyces boulardii CNCM [-745 y diversas
especies de Lacticaseibacillus 'y  Bifidobacterium pueden  disminuir
significativamente el riesgo de desarrollar diarrea asociada a antibioticos cuando se
administran de manera concomitante con la terapia antimicrobiana, especialmente
en poblaciones pediatricas y adultos con factores de riesgo (McFarland, 2010;
Goldenberg et al., 2017). Entre estos microorganismos, S. boulardii destaca por su
resistencia intrinseca a la mayoria de los antibidticos, caracteristica que permite
mantener su viabilidad durante el tratamiento sin que su actividad biologica se vea
comprometida. La evidencia es mas concluyente cuando sugiere que la
combinacion de varias cepas probidticas disminuye la incidencia de la DAA
(Wanyama et al.,, 2025). Sin embargo, se sabe que especificamente
Saccharomyces boulardii destaca como uno de los probidticos mas eficientes para
prevenir la DAA frente a otros probidticos como L. rhamnosus GG y B. clausii
(Gopalan et al., 2023). En este contexto, los probidticos han surgido como una
estrategia terapéutica complementaria para prevenir o reducir la incidencia de la
DAA mediante la preservacion de la homeostasis intestinal.

No obstante, investigaciones recientes sugieren que la administracion aislada de
probiéticos podria no ser suficiente para restablecer completamente Ia
funcionalidad del ecosistema intestinal, particularmente después de tratamientos

antimicrobianos de amplio espectro. En consecuencia, el interés cientifico se ha



orientado hacia el desarrollo de formulaciones sinbidticas que combinen probidticos
con prebidticos selectivos, con el propdsito de potenciar la supervivencia de los
microorganismos administrados y estimular simultaneamente la recuperacion de la

microbiota residente.

1.5- Prebidticos

Los prebidticos se definen como un sustrato que es selectivamente utilizada por los
microorganismos del huésped que confiere beneficios a su salud (Gibson el at.,
2017). Se ha demostrado que la ingesta regular de carbohidratos conocidos como
betaglucanos estructuras que pertenecen al grupo de los prebidticos desempefia
un papel clave en la prevencién de enfermedades crénicas no trasmisibles
(Ciecierska et al., 2019) , por otro lado, favorece la resistencia de los probioticos
ante condiciones gastrointestinales adversas, aumentado la capacidad de adhesion
en la luz intestinal, acto que enriquece su capacidad para prevenir la colonizacién
de patégenos y promueve la salud gastrointestinal (Hernandez-Hernandez et al.,
2012). Los carbohidratos considerados como prebidticos son compuestos que
contienen diferentes estructuras y composicion, debido a su configuracion 3 en el
carbono anomérico en los monomeros de fructosa (betaglucanos), resulta
imposible su hidrolisis por enzimas digestivas, por tal razén llegan de forma integral
al colon, donde seran aprovechas por microorganismos de la Ml que contienen
enzimas especificas para su utilizacion (Kaur & Gupta, 2002). Se han descrito una
gran cantidad de sustancias prebidticas, sin embargo, los mas utilizados vy
documentados son los oligosacaridos no digeribles, fructanos y galactanos (Rastall
& Gibson, 2015). Dentro de los carbohidratos considerados como prebidticos se
encuentra la inulina, predominantemente aislada de la raiz de achicoria (Mensink
et al., 2015), la cual es considerada como el referente comercial y generalmente es
importada a nuestro pais. Otro importante grupo dentro de los prebidticos, son los
fructanos, estructuras ampliamente distribuidas en algunos vegetales y vegetales
suculentos como el agave, su estructura quimica varia segun la planta y su estado
de desarrollo (Benkeblia, 2013),comunmente, son polimeros de fructosa unidos por
medio de enlaces fructuosilos y generalmente tienen un resto de glucosa terminal,
su grado de polimerizacion maximo es distinto dependiendo del género y especie
de la planta de la que se extraen, asi como, de la época del afio y zona de cultivo



(Lopez et al., 2003). Con respecto a su estructura, se pueden distinguir diferentes
tipos: inulina (enlace B2-1), levano (enlaces 32-6), graminanos (enlaces 32-1y B2-
6), neo-inulina y neo-levano (fructanos que poseen un residuo interno de glucosa)
(Mellado-Mojica & Lopez, 2012). Existen diferentes plantas a partir de las cuales se
pueden extraer los fructanos, algunas de ellas son endémicas de ciertas regiones
del pais. En México, el género Agave, cuenta con alrededor de 211 especies de las
cuales el 75 % se encuentran en el bajio, region a la que pertenece el Estado de
San Luis Potosi (DGCS, 2018). Las especies del género Agave contiene grandes
cantidades de fructanos. El Agave salmiana (As) (Otto Salm-Dick) ha sido estudiado
previamente, del cual se han extraido fructanos con capacidad prebidtica (Godinez-
Hernandez et al., 2016). La experiencia de nuestro grupo, en el contexto del
impacto de la Ml en el estado de salud, se ha evidenciado en forma progresiva en
diferentes documentos cientificos. En un primer acercamiento se citaron los
beneficios de los fructanos derivados del As, dichos beneficios fueron el incremento
de las poblaciones bacterianas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, de
igual forma se demostro que los componentes del As estimulan las células
mononucleares de donadores sanos para el mejoramiento de la respuesta inmune
(Moreno-Vilet et al., 2014). Posteriormente se evidencié que los componentes del
As en un biomodelo de ratas Wistar, presentaban efectos benéficos en los
parametros de salud, tales como la disminucion de triglicéridos, colesterol en suero,
asi como evidenciaban un efecto bifidogénico en la materia fecal, el cual era
acompanado con la disminucidn del pH en heces, dichos efectos benéficos fueron
comprobados en un estudio histologico del colon del modelo animal en el que se
evidencio el incremento del numero de células y las caracteristicas de la capa de
mucina, interesantemente estos efectos se veian potenciados en el grupo que fue
tratado con el sinbidtico (Jasso-Padilla et al., 2017). Aunado a estos trabajos, se ha
reportado que los componentes del As se encuentran en concentraciones
adecuadas para estimular a las bacterias benéficas considerado como un efecto
prebiotico comparable al que presenta la inulina, la cual es distinguida como el
estandar de oro usado como prebidtico en la industria alimentaria, asi como se
evidencido que estos componentes eran bien reconocidos por ocho cepas de

importancia reconocida en el intestino humano, cuando dichos componentes del As



se colocaban en forma especifica en condiciones controladas de anaerobiosis
requeridas por las cepas (Martinez-Gutierrez et al., 2017). Importantes hallazgos se
han evidenciado al realizar intervenciones en poblacién infantil, los cuales se
estudiaron en dos estudios de intervencion. El primero en poblacion de 3 a 6 afos
y el segundo en poblacién escolar de 6 a 11 afios. En ambos estudios, se comprobd
la inocuidad del polvo (requisito para poder administrarlo), respetando
cuidadosamente los parametros de inocuidad que indica la normativa mexicana
para el consumo de polvos como suplementos alimenticios (Martinez-Martinez et
al., 2022), en este estudio se evidencio la mejora en la diversidad microbiana
después de la intervencidon con un sinbidtico ademas de mejorar algunos
parametros antropométricos en comparacion con la poblacién que no recibid el

tratamiento.

1.6- Saccharomyces boulardii CNCM I-745 como probiético.

Saccharomyces boulardii es una levadura no patdgena cuya eficacia ha sido
ampliamente documentada en la prevencién y el tratamiento complementario de
trastornos gastrointestinales asociados con la disbiosis y ha que sido descrita desde
hace mas de 30 afios (Kelesidis & Pothoulakis, 2012). Sus principales mecanismos
que generan beneficio son su capacidad para contener microorganismos
patogenos, modular la Ml, estimula una respuesta local y sistémica de la respuesta
inmune, aunado a la promocién de una buena funcion de las barreras
gastrointestinales produciendo enzimas proteoliticas que protegen del ataque por
parte de patdégenos (Czerucka & Rampal, 2019). Diversos autores han descrito
estas propiedades, incluyendo: la capacidad de llegar integro a su 6rgano diana (el

colon) donde se ha encontrado que las dosis orales se encuentran en niveles

superiores a 10° UFC / gramo de heces) (Klein et al., 1993) (Surawicz et al., 2013).
A diferencia de las bacterias probidticas, esta levadura presenta resistencia
intrinseca a sales biliares y a los antibioticos, principalmente a aquellos que actuan
a nivel de los peptidoglicanos, dado que S. boulardii es un hongo levaduriforme,
presenta distinta composicion de su pared celular constituida por glucanos (Graff et
al., 2008). Caracteristica que permite su administracion simultanea durante la
terapia antimicrobiana. Informes recientes sefialan la capacidad de S. boulardii para



proteger a la microbiota intestinal después del uso de Amoxicilina-clavulanato es
debido a la estabilizacién de la biomasa bacteriana de taxones funcionales clave,
es decir aquellos microorganismos capaces de mantener los procesos metabdlicos
en el epitelio intestinal (Huang et al., 2025). Por otro lado, se demostré que el
tratamiento con S. boulardii mitigd la inflamacién y dafio en un proceso de sepsis
en el intestino a través de mantener la integridad de la funcion de barrera epitelial
aumentando la expresion de ocludina (Liu et al., 2025). Finalmente, no existe
evidencia directa que sefale el uso, aplicacion y beneficios de la mezcla sinbidtica
entre S. boulardii CNCM |-745 y fructanos de A.salmiana. Unicamente Zengjia Zhou
y colaboradores (Zhou et al., 2025) sefialan que la combinacién entre S. boulardii
e Inulina genera metabolitos que mantienen la integridad de la levadura, lo cual
podria propiciar su aplicacion para desarrollar productos lacteos sinbiéticos. Estas
propiedades la convierten en un candidato de especial interés para el desarrollo de
formulaciones sinbidticas destinadas a prevenir o revertir la disbiosis inducida por
antibioticos.

1.7- Efecto benéfico de los sinbioticos

Una vez que la evidencia sefala el efecto benéfico de probioticos y prebidticos para
la salud humana y sobre todo la salud intestinal, fue cuestion de tiempo para
sospechar sobre el beneficio adicional si se administraba de forma combinaba tanto
prebiéticos como probidticos, a dicha mezcla se le se le denomind sinbidtico,
tecnicismo en inglés de la palabra synbiotic (Yadav et al., 2022). En principio
objetivo de los sinbidticos es superar y aumentar la tasa de crecimiento y
supervivencia del probiotico, pues se sabe que la concentracion del probidtico tiene
que ser suficiente para compensar la pérdida de viabilidad en el microorganismo
después de enfrentar las condiciones adversas del tracto gastrointestinal
(Valdovinos et al., 2017). Al brindar una fuente de sustrato aprovechable, las
bacterias probioticas y bacterias benéficas aumentaran en concentracion
generando los beneficios que ya conocemos. Algunas de las evidencias que
justifican el uso de un sinbotico son: mejora la integridad y viabilidad de cepas
probioticas, mejoran la colonizacion del epitelio, asi como un aumento en las

bacterias benéficas de la microbiota intestinal, en conjunto mejoran la salud
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intestinal, modulan al sistema inmune, previenen infecciones y algunas
enfermedades cronicas no trasmisibles (Yadav et al., 2022). Se conoce bien el
efecto de algunas cepas probidticas sobre todo del género Lactobacillus,
Bifidobacteria, S. boulardii, entre otras, las cuales comunmente han sido tema de
estudio en formulaciones sinbiéticas, acompafiadas generalmente por prebioticos
reconocidos como fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) y el
estandar prebiotico, la inulina (Guarner et al., 2005). Cada vez se genera mayor
evidencia del uso de S. boulardii en formulaciones sinbidticas, uno de los primero
estudios reportados en el tema es el de Elmer y colaboradores en 1999 (Gary W et
al., 1999), demostro que el Plantago psyllium aumentaron los niveles de S. boulardii
en comparacion con el grupo de ratas con dieta libre de fibra. Sabemos que la
evidencia de una formulacion sinbidtica entre S. boulardii prebidticos de tipo
fructanos es escasa. Si bien se puede concluir que el uso de un prebidtico del
grupos de los fructanos puede no favorecera directamente a S. boulardii, se estima
que el beneficio realmente estara dirigido a las bacterias benéficas de la mucosa
intestinal, mientras que para aumentar la viabilidad y efectos de la levadura
probidtica, se conoce bien el efecto de la microencapsulacién para aumentar la
viabilidad de los probioticos y por consecuencia los beneficios ya descritos. De esta
forma se pretende que el sinbidtico compuesto por S. bouardii y fructanos de Agave
salmiana potencie los beneficios que cada parte ofrece por si solo, en este caso se
espera un efecto sinbidtico complementario (Swanson et al., 2020).
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2.- ANTECEDENTES

La microbiota intestinal (MI) esta compuesta por un complejo conglomerado de
microorganismos y otras estructuras como virus que interactuan entre si en el
epitelio intestinal manteniendo una relacion mutualista con las células del huésped
teniendo una importante funcién en la estimulacién de la inmunidad, funcién
metabdlica y proteccion contra patdégenos. Los antibidticos de amplio espectro
alteran la abundancia y diversidad de la M| ocasionando una disbiosis, es decir, un
desequilibrio. La disbiosis esta relacionada con diversas patologias, la mas comun
es la diarrea asociada al uso de antibiéticos. Por otra parte, la levadura probidtica
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (S.b) es uno de los productos mas utilizados
para disminuir los efectos del uso de antibidticos debido a su capacidad para
promover efectos antiinflamatorios, inhibir toxinas bacterianas y la restauran la
funcidén intestinal a partir de favorecer la adhesién de bacterias benéficas
(Kazmierczak-Siedlecka et al., 2020). Por otro lado, la composicion y estructura de
los fructanos de Agave salmiana (fAs), han demostrado promover y aumentar la
cantidad de bacterias benéficas de la MI (Andrade et al., 2019) convirtiéndolo en un
prebidtico de interés el cual puede ser utilizado para contrarrestar la disbiosis por
antibioticos. Este trabajo presenta una nueva formulacion que incluye el uso de S.b
CNCM 1-475 microencapsulado con monooleato de glicerilo (monooleina), un
material lipofilico utilizado como aditivo alimentario, clasificado como
“Generalmente reconocido como seguro” (GRAS) por la FDA (Ganem-Quintanar et
al., 2000). La integracion monooleina - S. boulardii podria aumentar la interaccion
de la levadura con el epitelio intestinal, incrementando el tiempo de vida media,
promoviendo la restauracion del epitelio intestinal y sumado a los efectos benéficos
que ofrece las estructuras prebidticas de los fAs podrian ser una alternativa para
combatir a la disbiosis provocada por el uso de antibioticos (Chong et al., 2014).
Sabemos que la mayoria de las bacterias no son cultivables en medios de
crecimiento especifico (Kaeberlein et al., 2002). Para conocer e identificar a los
microorganismos a partir del ADN, se utiliza el operdn ribosomal de bacterias, y en
especifico el gen del ARN ribosomal 16S (Engelbrektson et al., 2010), el cual
presenta regiones variables de utilidad para identificar y asignar un codigo de barras
genético para cada bacteria (Berry et al., 2011).
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Formulaciones sinbiéticas basadas en Saccharomyces boulardii

A diferencia de las formulaciones sinbioticas desarrolladas con bacterias acido-
lacticas, las combinaciones que incorporan Saccharomyces boulardii como
microorganismo probiotico han sido muy poco exploradas. La mayor parte de la
evidencia cientifica disponible se concentra en el empleo de inulina (estandar de
oro) como prebidtico y en el desarrollo de alimentos funcionales, mientras que son
muy pocos los estudios que han evaluado la interaccion de esta levadura con otros
prebidticos o su efecto sobre la modulacion de la microbiota intestinal ya sea en
biomodelos o en ensayos clinicos. Esta limitada evidencia representa un area de
oportunidad para el disefio de nuevas formulaciones sinbiéticas con aplicaciones
reales y que pueden ser de gran utilidad en la medicina actual. Uno de los primeros
trabajos que abordd esta tematica fue realizado por Tom Vanhoutte y colaboradires
en 2006, quienes evaluaron el efecto de la administracion conjunta de S. boulardii
y lactulosa en voluntarios sanos mediante un estudio cruzado, aleatorizado vy
controlado con placebo. Utilizando herramientas de biologia molecular, como
electroforesis en gradiente desnaturalizante (DGGE) y cuantificacion por PCR en
tiempo real, los autores demostraron que la lactulosa increment6 significativamente
la abundancia de Bifidobacterias, particularmente Bifidobacterium adolescentis; sin
embargo, la administracion de S. boulardii no produjo modificaciones detectables
en la composicion global de la microbiota intestinal en una muestra de heces. Estos
resultados sugieren que, en individuos sanos, el efecto modulador de la
combinacion fue determinado principalmente por el componente prebidtico, aunque
el estudio constituyé una de las primeras demostraciones de la factibilidad de
administrar una formulacion sinbiética basada en una levadura probiética buscando

un efecto complementario (Tom Vanhoutte et al.,2006)

Actualmente, el interés cientifico se ha desplazado hacia el desarrollo de alimentos
funcionales. En este contexto, Sarwar y colaboradores en 2019, desarrollaron un
yogur sinbiotico incorporando S. boulardii CNCM 1-745 e inulina. Los autores
demostraron que la adicidon de inulina mejoré las propiedades reoldgicas vy
microestructurales del producto, disminuy6 la sinéresis y permitid mantener la

viabilidad del probidtico por encima de 6 log UFC/g durante 28 dias en refrigeracion.
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Asimismo, la formulacion present6 una estructura mas homogénea y una mayor
aceptacion sensorial, un parametro relmente apreciado y que muy poco se reporta,
evidenciando que la inulina puede actuar simultaneamente como ingrediente
tecnoldégico en la formulacién y como prebiético, favoreciendo la estabilidad del
microorganismo sin afectar el crecimiento de los cultivos iniciadores del yogur
(Sarwar et al., 2019). En una investigacion posterior, en el mismo grupo de trabajo,
Sarwar y colaboradores en 2019, profundizaron en las propiedades funcionales del
mismo sistema sinbidtico durante el almacenamiento refrigerado. Sus resultados
mostraron que la combinacion de S. boulardii con inulina incremento la capacidad
antioxidante del yogur, favorecié la conservacion de compuestos volatiles
responsables del aroma y mantuvo una elevada viabilidad de la levadura a lo largo
del almacenamiento. Estos hallazgos indican que la incorporacion de un prebidtico
no solo mejora la supervivencia del probidtico, sino que también modifica las
caracteristicas funcionales y sensoriales del alimento, incrementando su valor
agregado como vehiculo de microorganismos benéficos (Sarwar et al., 2022).

Uno de los ultimos reportes en el campo fue descrito, en el grupo de trabajo de
Zhou y colaboradores, en el cual utilizaron tecnicas de metabolomica para estudiar
las interacciones entre S. boulardii CNCM 1-745 e inulina en un yogur sinbiotico. El
analisis revel6 diferencias metabolicas significativas entre el producto probidtico y
el sinbidtico, identificandose metabolitos cuya concentracién aumentd unicamente
cuando ambos componentes se encontraban presentes. Entre ellos destacaron
compuestos relacionados con el metabolismo energético, aminoacidos vy
carbohidratos, lo que sugiere que la inulina modifica activamente el metabolismo
de la levadura y favorece la sintesis de moléculas potencialmente bioactivas
durante el almacenamiento. Este trabajo constituye uno de los primeros estudios
que demuestra, mediante herramientas metaboldmicas, que la interaccion entre un
prebiotico y S. boulardii genera efectos funcionales que trascienden la simple
mejora en la supervivencia del probidtico y genera efectos sinergicos (Zhou et al.,
2025). Finalmente, no existe evidencia de una formulacion sinbidtica que incluya
S.b CNCM 1-475 y fAs para evaluar el efecto sobre la microbiota intestinal en la
coadministracion con antibiéticos de amplio espectro en ratas Wistar, asi como su

influencia en la modulacion de la microbiota intestinal a lo largo del tiempo.
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3.- JUSTIFICACION

Durante los ultimos 20 afios, la microbiota intestinal ha emergido como uno campos
de investigacion mas relevantes para la comprensién de la salud humana debido a
su participacion en procesos metabdlicos, inmunoldgicos, endocrinos vy
neurolégicos, asi como su contraparte en las enfermedades crénicas no
trasmisibles. Actualmente se reconoce que el tracto gastrointestinal alberga una
comunidad altamente compleja de microorganismos, cuya interaccion dinamica con
el hospedero contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal y sistémica.
La evidencia generada mediante nuevas técnicas de biologia molecular como la
secuenciacion masiva ha permitido establecer la relacion entre las alteraciones en
la composicion y funcionalidad de las principales comunidades microbianas y la
fisiopatologia de numerosas enfermedades cronicas y agudas.

El uso irracional de medicamentos, en particular la administracion de antibiéticos
es un problema real en la salud publica de México, su uso indiscriminado propicia
en primera instancia la resistencia Bacteriana a los antibidticos, ademas, problemas
relacionados al desequilibrio de la microbiota intestinal. A pesar de que el uso de
antibiéticos es necesario en los procesos infecciosos, se sabe que su aplicacidon
conlleva efectos adversos. En la actualidad, la disbiosis intestinal representa un
problema creciente de salud publica debido al incremento sostenido de
enfermedades asociadas con modificaciones en la microbiota, entre las que
destacan la enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome de intestino irritable, la
obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, la enfermedad hepatica metabdlica asociada
a disfuncién metabdlica, las enfermedades neurodegenerativas e incluso diversas
neoplasias gastrointestinales. Sin embargo, uno de los principales efectos
derivados de la disbiosos que poco se reporta en paises en desarrollo es la diarrea
asociada al uso de antibioticos (DAA) con una incidencia cercana al 20%. Evidencia
reciente han asociado la disbiosis con enfermedades como: alergia, intestino
irritable, cancer, diabetes y obesidad. Paralelamente, el uso indiscriminado de
antibioticos, los cambios en los patrones dietéticos, el envejecimiento poblacional,
la urbanizacion y el alto consumo de alimentos ultraprocesados han favorecido una

pérdida progresiva de la diversidad microbiana, concluyendo en la perdida de la
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microbiota intestinal benefica que funciona como uno de los principales indicadores
de deterioro de la salud intestinal. Diversos estudios metagendmicos han
demostrado que la disminucion de microorganismos productores de acidos grasos
de cadena corta (uno de los principales mecanismos de accién de los probidticos),
particularmente aquellos pertenecientes a los géneros Faecalibacterium, Roseburia
y Bifidobacterium, favorece un estado proinflamatorio caracterizado por
alteraciones en la integridad de la barrera intestinal, reflejado en el deterioro de las
uniones intracelulares, principalmente en la zona ocludens con concencuencia en
el incremento en la permeabilidad epitelial y activacion sostenida del sistema
inmunologico. Este fendmeno, establece un circulo vicioso entre inflamacion,
alteracion metabdlica y modificaciones adicionales de la microbiota que perpetuan
la progresion de diversas patologias ya mencionadas.

En respuesta a esta problematica, durante los ultimos afios ha surgido un interés
creciente por el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a restaurar el
equilibrio de la microbiota intestinal mediante intervenciones tipo tratamiento
concomitante capaces de modular selectivamente la composicion y actividad
metabdlica de la microbiota. Entre dichas estrategias destacan el uso de
probidticos, los prebidticos, y recientemente el uso de postbioticos, particularmente,
los sinbidticos han sido de mayor interés, debido a que estos ultimos combinan
microorganismos benéficos con sustratos fermentables especificamente disefiados
para potenciar la supervivencia, viabilidad y actividad funcional dentro del epitelio
intestinal. El efecto sinbiotico puede ser sinérgico o complementario.

Se sabe que los prebidticos tienen la capacidad de estimular a las bacterias
benéficas de la MI, estudios in vitro e in vivo demuestran que el uso de los fructanos
obtenidos de Agave salmiana presentan propiedades prebidticas con una
respuesta igual o mejor que los prebidticos comerciales. México constituye uno de
los principales centros de diversidad del género Agave, con mas de 150 especies
registradas, muchas de ellas endémicas y con un importante potencial
agroindustrial. Es importante sefalar el papel de la Planta de Agave salmina no es
para la obtencién de fructanos ni productos relacionados a los productos

prebidticos, su uso principal se encuentra en la industria Mezcalera para la
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elaboracion de mezcal joven a partir de la pifia o cabeza de la planta, esta actividad
comercial se desarrolla principalmente en regiones del centro del pais en estados
como Zacatecas y San Luis Potosi. En el estado Potosino es comun que se utilice
tambien para la elaboracion de pulque (nucleo de la planta) y otros derivados como
dulces tipicos conocidos como “quiote” obtenido de un procedimiento rustico de
coccion del escapo floral de la planta de Agave. Poco se sabe sobre la importancia
que tiene esta planta en algunas localidades pues ademas de los usos
anteriormente descritos se utiliza ampliamnte como forraje para la aliemntacion del
ganado utilizando las pencas (hojas del Agave). En el Estado de San Luis Potosi
se distribuye mayoritariamente en el altiplano Potosino, en esta region las
condiciones ambientales de temperatura y humedad propician su desarrollo de
forma natural a lo largo de grandes extensiones de territorio principalmente en
zonas serranas donde pocas plantas pueden desarrollarse en las mismas
condiciones. Una de las cuestiones debatibles y que pocas veces se sefiala, es el
valor comercial de esta planta ya que se paga muy poco a los campesinos que se
dedican al cuidado y seleccion de las plantas, comparado con los 5 a 8 afios que
tarda en alcanzar la etapa donde se cosecha. Agave salmiana destaca por su
elevado contenido de fructanos altamente ramificados, cuya estructura quimica
difiere de la inulina presente en otras plantas como la inulina de achicoria o los
fructooligosacaridos derivados de otras fuentes vegetales, mientras que el potencial
funcional de recursos vegetales endémicos, como Agave salmiana, permanece con
poca evidencia. Esta particularidad estructural, estimula selectivamente a grupos
especificos de bacterias benéficas y generar una mayor produccién de metabolitos
bioactivos. Sin embargo, la evidencia cientifica disponible respecto a su aplicacion
como ingrediente prebiotico en formulaciones simbibticas continua siendo limitada,
lo que representa una importante oportunidad para generar nuevo conocimiento. El
estudiar las propiedades poco conocidas de Agave salmianay sugerir nuevos usos
y aplicaciones, permite a las comunidades que tienen como sustento la
comercializacidén de esta planta, encuentren un valor agregado a su producto y que

este se vea reflejado directamente en el apoyo en la economia familiar y local.
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Se sabe que los probidticos como S. boulardii CMCN 1-745 se utilizan ampliamente
para el manejo de la diarrea asociada antibioticos, diarrea del viajero y como
tratamiento concomitante en la infeccién de Clostridium difficile, entre otros. El uso
de esta cepa tiene una caracteristica distintiva frente los probidicos mas conocidos
y utilizados en el mercado; al ser S. boulardii una célula eucariota, no se vera
afectada por actividad de antibidticos que son dirigidos a la diferentes blancos
bacterianos por ejemplo la inhibicion de peptidoglicanos y que como ya
mencionamos, se suelen utilizar como tratamiento concomitante. Esta capacidad
asegura su integridad cuando se administra de forma concomitante con
antibiéticos, ademas, le brinda proteccion durante su paso por el tracto
gastrointestinal y facilita la interaccidn con la microbiota intestinal, aumentando los
multiples beneficios que ofrece. Actualmente las formulaciones sinbidticas entre
probidtico y prebidtico son poco vistas en el mercado y en la mayoria de los casos
se suele encontrar bacterias probidticas junto a algun carbohidrato no digerible
como la inulina, ademas, existe muy poca evidencia de una formulacion sinbiotica,
que incluya S. boulardii y algun tipo de fibra y ninguna evidencia que sehnale los
beneficios de la mezcla sinbidética mencionada. En este contexto, la presente
investigacion adquiere relevancia cientifica al proponer el desarrollo de una nueva
formulacion simbidtica basada en la combinacion de Saccharomyces boulardii
CMCN [-745 y fructanos obtenidos de Agave salmiana, con el propdsito de modular
la microbiota intestinal alterada mediante un enfoque innovador sustentado en
recursos naturales mexicanos. La generacion de evidencia experimental sobre la
interaccion entre ambos componentes permitira ampliar el conocimiento acerca de
los mecanismos mediante los cuales los simbidticos pueden contribuir al
restablecimiento de la homeostasis de la microbiota intestinal y ofrecer alternativas
complementarias para el manejo de condiciones asociadas con la disbiosis. Aunado
a los componentes antes mencionados y con el proposito de aumentar el tiempo de
residencia de la levadura en el epitelio intestinal, en nuestra propuesta, se incluye
el uso de la monoleina (monooleato de glicerilo), un material lipofilico utilizado como
aditivo en alimentos, clasificado como GRAS (Generally Recognized As Safe) por
la FDA, a partir del cual se pretende recubrir a S. boulardii CMCN [-745, como una
alternativa para disminuir el dafio debido a la disbiosis por el uso de antibidticos.
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4.- HIPOTESIS

La coadministracion de una formulacién sinbidtica compuesta por Saccharomyces
boulardii CNCM [-745 microencapsulado con monoleina y fructanos de Agave
salmiana actuara como un sinbiotico complementario y disminuira los efectos
adversos inducidos por la administracion de antibidticos sobre la microbiota
intestinal, favoreciendo su recuperacion a niveles basales. La microencapsulacion
incrementara la estabilidad, viabilidad y tiempo de residencia del probiético en el
epitelio intestinal, mientras que los fructanos actuaran como prebioticos
estimulando a las poblaciones nativas, promoviendo la restauracion de la diversidad
microbiana, la produccién de metabolitos benéficos y el restablecimiento de la

homeostasis intestinal.

5.-OBJETIVO GENERAL

Desarrollar, caracterizar y evaluar una nueva formulacién sinbiética compuesta por
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 y fructanos de Agave salmiana, mediante el
analisis de sus propiedades fisicoquimicas, estabilidad, viabilidad y funcionalidad,
con la finalidad de determinar su capacidad para modular la microbiota intestinal
alterada por el uso de antibidticos, favorecer el restablecimiento de la homeostasis
intestinal y generar evidencia que sustente su potencial aplicacibn como
ingrediente funcional para la prevencién y el tratamiento complementario de

trastornos asociados con la disbiosis intestinal.

5.1- Objetivos especificos

5.1.1 Obtener y caracterizar los fructanos de Agave salmiana mediante la
determinacién de sus propiedades fisicoquimicas, estructurales y
funcionales, para establecer su potencial como ingrediente prebidético.

5.1.2 Desarrollar y optimizar un sistema de microencapsulacién para
Saccharomyces boulardii CNCM [-745, evaluando el efecto de los
materiales encapsulantes sobre la eficiencia de encapsulacion vy
viabilidad.

5.1.3 Formular una nueva mezcla sinbiética mediante la incorporacién de

Saccharomyces boulardii CNCM [-745 microencapsulado y fructanos de
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Agave salmiana, garantizando la concentracién y funcionalidad de sus
componentes.

5.1.4 Evaluar el efecto de los materiales encapsulantes sobre la eficiencia de
encapsulacion, viabilidad, estabilidad y la resistencia del sinbi6tico
durante el almacenamiento y bajo condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal.

5.1.5 Evaluar el efecto de la formulacion sinbidtica sobre la recuperacién de la
microbiota intestinal alterada por el uso de antibiéticos en un biomodelo
de ratas Wistar, mediante el analisis de la composicion y diversidad de la
microbiota intestinal, la integridad de la barrera intestinal y parametros
fisiologicos del tracto gastrointestinal.

Contexto general del desarrollo experimental del proyecto

Es importante sefialar que el trabajo desarrollado durante la presente investigacion
doctoral se estructurd en dos etapas experimentales complementarias, disefiadas
de manera secuencial con el propdsito de desarrollar una nueva formulacién
sinbidtica y evaluar posteriormente su efecto bioldgico en un biomodelo de disbiosis
intestinal inducida por antibidticos. Esta estrategia metodologica permitié integrar el
desarrollo tecnolégico del producto con la validacion de su funcionalidad biologica,
garantizando que cada una de las fases respondiera directamente a los objetivos
planteados en el proyecto de investigacion.

En una primera etapa se llevo a cabo la obtencion, caracterizacion y preparacion
de cada uno de los componentes que integran la formulacion sinbiética novedosa.
En primer lugar, se realizé la produccion del polvo de fructanos de Agave salmiana
(fAs), correspondiente al componente prebidtico de la formulacion, siguiendo la
metodologia previamente descrita por Godinez-Hernandez y colaboradores en
2016, (Godinez-Hernandez et al., 2016). Este procedimiento permitio obtener un
ingrediente con propiedades funcionales adecuadas para su posterior
incorporacion en la formulacion sinbidtica. Con el propdsito de garantizar la calidad
e inocuidad del producto obtenido, las pruebas microbiologicas se realizaron de
acuerdo con los lineamientos establecidos en la NOM-002-SAGARPA-2016,
verificando el cumplimiento de los criterios microbiolégicos exigidos para este tipo
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de ingredientes. Posteriormente, se desarroll6 el componente probidtico mediante
la microencapsulacion de Saccharomyces boulardii CNCM |-745, cepa aislada a
partir del producto comercial Floratil® (Biocodex de México S.A. de C.V.). La
formulacion inicial consistio en una emulsién agua en aceite (W/O), preparada
utilizando una concentracion de 4 x 10° UFC/g de la levadura (30 %) dispersa en
una matriz lipidica constituida por monoleina fundida a 40 °C (70 %). La seleccion
de la monoleina como material encapsulante respondié a sus propiedades
anfifilicas y a su capacidad para formar estructuras lipidicas capaces de proteger
microorganismos probioticos frente a condiciones adversas durante el
procesamiento y el transito gastrointestinal.

Una vez obtenida la emulsion primaria, se mezclaron 12.5 g de ésta con una fase
acuosa integrada por 75 g de maltodextrina, 1.25 g de Pluronic® F-127 y 1.25 g de
lactosa, completando un peso final de 250 g mediante la adicion de agua purificada.
Posteriormente, la mezcla fue homogeneizada utilizando un equipo Ultra-Turrax
(Janke & Kunkel, IKA, Staufen, Alemania) a una velocidad de 14 000 rpm durante
5 minutos, siguiendo la metodologia propuesta por Moebus et al. (2012). Esta etapa
permitié obtener una emulsién secundaria homogénea y estable, indispensable
para el proceso posterior de secado por aspersion.

El proceso de microencapsulacion se llevd a cabo mediante un secador por
aspersion Pulvis GB22 (Yamato Scientific Co., Ltd.), utilizando una presion de
atomizacion de 0.18 MPa y una temperatura de entrada de 118 °C. Estas
condiciones operativas fueron previamente optimizadas mediante un disefio de
experimentos y la construccién de un modelo de superficie de respuesta empleando
el software estadistico Design-Expert version 7 (DX7) (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN, EUA). La optimizaciéon permiti6 maximizar simultaneamente la eficiencia de
encapsulacion, la viabilidad del probidtico y el rendimiento del proceso. Finalmente,
el polvo obtenido fue recuperado tanto del vaso recolector como de la parte
posterior del ciclén del equipo, envasado al vacio y almacenado a 4 °C hasta su
utilizacién en los ensayos bioldgicos.

La segunda etapa del proyecto tuvo como finalidad evaluar la eficacia biologica de
la formulacidén sinbidtica desarrollada durante la primera fase mediante un

biomodelo experimental de ratas Wistar con disbiosis intestinal inducida por
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antibidticos. Todos los procedimientos experimentales fueron previamente
aprobados por el Comité de Etica en Investigacién y Docencia de la Facultad de
Ciencias Quimicas (CEID2021-02), garantizando el cumplimiento de los principios
éticos para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Para ello se utilizaron un total de 48 ratas Wistar hembras, las cuales fueron
distribuidas aleatoriamente en ocho grupos experimentales (n = 6): grupo 1, control
(dieta comercial); grupo 2, tratamiento antibioético (AB); grupo 3, sinbidtico novedoso
(SN); grupo 4, sinbiotico comercial (SC); grupo 5, AB + SN; grupo 6, AB + SC; grupo
7, fructanos de Agave salmiana (fAs); y grupo 8, fAs + AB. El sinbiético novedoso
estuvo constituido por S. boulardii CNCM [-745 microencapsulado (1 x 10° UFC/Q)
obtenido durante la primera etapa y 2 g de fructanos de Agave salmiana. Como
comparacion se utilizé un sinbidtico elaborado con Floratil® y la misma cantidad de
fructanos, ambos administrados en un volumen de 5 mL de agua potable.

Para inducir la alteracidn de la microbiota intestinal se administré una combinacion
de antibioticos integrada por amoxicilina (60 mg/mL), cefotaxima (8 mg/mL) y
metronidazol (8 mg/mL), de acuerdo con el protocolo propuesto por Tulstrup et al.
(2015), ampliamente utilizado para generar modelos experimentales de disbiosis
intestinal. Todos los tratamientos fueron administrados diariamente durante siete
dias mediante una canula gastroesofagica (Everest-Tecnovet, S.L.), garantizando
una dosificacion precisa y homogénea entre los diferentes grupos experimentales.
Con la finalidad de evaluar tanto los efectos inmediatos como la capacidad de
recuperacion de la microbiota intestinal, al término del tratamiento (dia 7) se
sacrificaron tres biomodelos de cada grupo siguiendo los lineamientos establecidos
en la NOM-062-ZO0-1999. Los tres animales restantes permanecieron bajo una
dieta estandar durante catorce dias adicionales, permitiendo analizar la evolucién
de la microbiota y los cambios fisioldgicos posteriores a la suspension del
tratamiento. Finalmente, estos biomodelos fueron sacrificados en el dia 21
utilizando el mismo protocolo ético.

Posteriormente, se realizo la diseccidon completa del tracto gastrointestinal para
recuperar intestino delgado, ciego y colon, registrandose la longitud de cada
segmento como indicador morfologico del efecto de los tratamientos. Asimismo, se

obtuvieron muestras de tejido intestinal que fueron conservadas en diferentes
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soluciones de acuerdo con los analisis posteriores: formaldehido al 4 % para
estudios histopatologicos, tampon fosfato salino (PBS) al 1 % para la extraccion de
ADN y analisis de microbiota intestinal, y buffer de cacodilato para la evaluacion
ultraestructural del epitelio intestinal mediante microscopia electréonica de
transmision. Esta estrategia permitio realizar una caracterizacién integral de los
efectos de la formulacion sinbidtica sobre la estructura y funcionalidad intestinal.
Todos los analisis experimentales fueron realizados por triplicado y los resultados
fueron expresados como media + desviacion estandar. El analisis estadistico
comprendio la evaluacion de la normalidad de los datos, seguida de un analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion multiple de Tukey para identificar
diferencias significativas entre tratamientos, considerando un nivel de significancia
de p < 0.05. Todos los procedimientos estadisticos fueron realizados utilizando el
software IBM SPSS Statistics version 23.0.

Como resultado del cumplimiento de los objetivos establecidos en esta
investigacion doctoral se generaron diversos productos académicos que respaldan
la calidad cientifica del trabajo realizado. Los resultados correspondientes al
desarrollo y caracterizacion de la formulacion sinbidtica fueron integrados en el
manuscrito titulado "Development and Characterization of a New Synbiotic
Composed of Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 and Agave salmiana
Fructans", descrito en el numeral 6.1. Por otra parte, el cumplimiento del objetivo
relacionado con la evaluacion biologica de la formulacion quedé documentado en
el articulo cientifico "Modulation of the Altered Intestinal Microbiota by Use of
Antibiotics with a Novel Synbiotic on Wistar Rats", publicado en la revista Probiotics
and Antimicrobial Proteins (Alvarez-Zapata et al., 2025), en el cual se demostrd la
capacidad de la formulacién para modular la microbiota intestinal alterada por el
uso de antibidticos. Finalmente, como parte de la difusion cientifica de los
resultados obtenidos, se elaboré un capitulo de libro para las memorias del Vi
International Symposium on Agave (ISA VI-2025), actualmente en proceso de
publicacion, cuyo contenido se presenta en el numeral 6.3 de la presente tesis.
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Abstract

Functional foods are foods that provide consumers with benefits beyond their nutritional
value. This category includes synbiotics, defined as “a mixture of live microorganisms and
one or more substrates selectively utilized by the microorganisms themselves and the host’s
microorganisms, providing a health benefit.” The objective was to develop and characterize
a new synbiotic composed of Saccharomyces boulardii CNCM-1745 and fructans from
Agave salmiana, an innovative blend that can be incorporated into foods. First, fructans were
extracted from Agave salmiana, and the process was shown to be safe. Then, an isolate of S.
boulardii was prepared from the commercial product Floratil. A mixture was prepared that
included monolein as part of the coating applied to the yeast via spray drying; finally, the
resulting powder was characterized, and its stability was evaluated. Under optimal spray-
drying conditions that maximize the probiotic’s yield and viability, the resulting powder was
used to develop a new synbiotic in combination with fructans from Agave salmiana, which
has a pleasant taste and odor and is stable under refrigerated conditions. This new
formulation could be used in future studies using biomodels to demonstrate the synbiotic

effects.

Key words: Synbiotic, Spray-dry, S.boulardii, Agave salmina.
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Introduction

Functional products refer to foods that provide consumers additional health benefits beyond
their nutritional value. (Baker et al., 2022) The demand for functional products is growing
and new products are increasingly being placed on the international market. This category
includes probiotics and prebiotics (Sharma et al., 2021). Probiotics are defined as live
microorganisms that, when administered in appropriate concentrations, provide a health
benefit to the consumer (Hill et al., 2014), whereas prebiotics are substrate that are not
digestible by human enzymes but selectively utilized by host microorganisms conferring a
health benefit (Gibson et al., 2017) . There is ample evidence that the use of probiotics and
prebiotics, as well as their combination (synbiotic), leads to favorable changes in the
structure and function of the gut microbiota in the short and long term (Markowiak &
Slizewska, 2017). A synbiotic is defined as "a mixture comprising live microorganisms and
substrate(s) selectively utilized by host microorganisms that confers a health benefit to the
host" (Swanson et al., 2020). There are two types of synbiotics, the synergistic synbiotic
which includes the probiotic microorganism and the prebiotic which is the best substrate, the
objective being to synergistically stimulate prebiotic and prebiotic. On the other hand, the
complementary synbiotic is the most used (Swanson et al., 2020) and in this case prebiotic
and probiotic have different mechanisms of action, the objective is to take advantage of and
potentiate the benefit that they offer by themselves. In the Potosi altiplano there is a plant
used since pre-Columbian times and currently used as raw material for the mezcal industry
(Santos-Zea et al., 2012). Agave salmina is a as food and drink perennial plant that at
physiological maturity concentrates in its nucleus complex carbohydrates characterized by

graminans-type bonds (B 1-2) and (B 2-6) (Benkeblia, 2013), these structures are known as
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Fructooligosaccharides and have been widely described as prebiotics, some of the reported
benefits (Dou et al., 2022).

On the other hand, Saccharomyces boulardii CMCN 1-745 is a probiotic strain Used as a
Probiotic agent to complement the treatment of different diseases (Kazmierczak-Siedlecka
et al.,, 2020) such as traveler's diarrhea (McFarland & Goh, 2019), antibiotic-associated
diarrhea (Guo et al., 2019) and although as a concomitant treatment to treat Clostridiodes
difficile infection (Wombwell, 2023) due to its ability to inhibit toxin A and B (Czerucka &
Rampal, 2019).

There is no evidence for the use of synbiotic FAs and S. boulardii however, it is suggested
that they may act as a complementary synbiotic and take advantage of the benefits of each
other. However, one of the challenges of using probiotics is to ensure their viability and
functionality (Hill et al., 2014). A fundamental tool is microencapsulation, a technique that
consists of coating the bioactive ingredient in a wall system that provides protection and
prevents degradation upon contact with the external environment (Sarao & Arora, 2017), as
is the case with probiotic microorganisms passing through the gastrointestinal tract. Spray
drying is a microencapsulation technique that offers multiple cost-effective benefits and can
encapsulate probiotic structures (Fu et al., 2018). The objective of this study was to develop
and characterize a new symbiotic composed of Saccharomyces boulardii CNCM-1745 and
Agave salmiana fructans. To propose it as a novel mixture that can be integrated into
different functional foods in the food industry.

3. RESULTS

Powder of fructans from Agave salmiana.

From the nucleus of an Agave salmiana plant at physiological stage known as quiotillo,

which concentrates a large amount of branched carbohydrates, 475+25 g of Agave salmiana
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fructan powder was obtained. Considering that the total weight of the plant nucleus was
4.2+0.3 kg, ayield of 11.3+0.2% w/w was obtained. The safety tests carried out on the Agave
salmiana fructan powder are shown in table 2, as well as the obtained values and the allowed
limits by current regulations, within which FAs were found to be safe for application and
consumption.

Table 2. Microbiological analysis of fructans powder from A. salmiana

Microorganisms Result Lot 1 Result Lot 2 Result Lot 3 Maximum level allowed
CFU/mL CFU/mL CFU/mL (CFU/mL)
Molds and yeast Negative Negative Negative 100 CFU/g
Aerobic mesophiles 10 CFU/g 4 CFU/g 2 CFU/g 2500 CFU/g
Coliforms - - 12 CFU/g 10 CFU/g
Salmonella spp Negative Negative Negative Negative 25¢g

Three different batches of fAs powder were analyzed; the maximum level allowed by Mexican standard

NOM-002-SAGARPA-2016 is shown at the bottom of the table. CFU: Colony forming unit.

Characterization of Agave salmiana fructans

The characterization of Agave salmiana fructans was performed through high-performance
anion exchange chromatography. In figure 1 we can observe that Agave salmiana has a high
proportion of oligosaccharide fruit and structures of more than 10 to 30 degrees of
polymerization which represents 80% in its composition, if we compare it with prebiotic
standards such as inulin, we observe that Agave salmiana has a greater number of structures
that can be used as a prebiotic and stimulate the microorganisms of the intestinal microbiota.
To evaluate the efficiency of this design and the spray drying process, used to
microencapsulate the probiotic mixture containing S. boulardii, the influence of the
processing variables of inlet temperature in the system in degrees Celsius and the
atomization pressure in Mega Pascals (Mpa) was taken into consideration. Table 3 shows
the total number of experiments carried out according to the design of experiments in

question, where the values of the inlet temperature to the system varied from 90°C to 150°C.
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The working values of the atomization pressure ranged from 0.1 MPa to 0.3 MPa. In
addition, a mixing variable was considered within the design, which corresponds to the
percentage of the wall material used; in this case maltodextrin was used at a concentration

of 10 to 30% w/w.

Response surfaces for yield and viability

The following figure 2 shows the response surface of the yield from the processing variables’
pressure and temperature. It is observed that the influence of pressure affects the yield
obtained (p=0.005), while the influence of rising temperature is bigger and can be observed
by the formation of a valley as the temperature increases (P<0.0001).

Figure 2 shows the viability response surface from the processing variables’ pressure and
temperature, where the influence of temperature on the viability obtained is observed. The
formation of a valley shows the influence of the temperature range used in the process and
how it significantly increases viability (p=0.0006). While pressure does not significantly

affect the viability of S. boulardii (p=0.87).

The variables of the two quadratic regression equations obtained by the model were fed
separately (Y1=0.005 - 0.05A + 0.002B + 0. 008C + 0.045AB + 0.039AC - 0.021BC - 0.043
A2-0.062B2-0.011C2-0.057 ABC + 0.066 A2B and Y2=35.12 + 9.61A +2.96B - 0.86C
- 6.59AB + 1.01AC + 0.74BC - 7.94A2 -3.01B2 - 3.7 C2). Once the maximum point was
obtained, the coded value was converted to the actual value, and the optimal formulation and
drying conditions included 30% (w/w) maltodextrin, 0.18 MPa, and 118 °C. Three sets of
parallel validation tests were performed using the optimized formulation described above.
The predicted spray-dried powder survival rate was 98.33%, and the number of viable cells

was 3X107 CFU/g. There was no significant difference between the verification value and
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the predicted value. The response surface method was found to be successful in optimizing
the spray-dried powder protective agent of S. boulardii.

Light microscopic observations

The probiotic strain S. boulardii grew in SDB media. After its incubation at 36 °C for 24 h
an aliquot was stained with methylene blue solution and observed under an optical
microscope; a homogeneous oval shape was observed, and after one minute almost all the
yeast presented a color blue, the light blue color was present in viable yeast cells (Figure
2A). Before spray drying, the water-in-oil (W/O) mixture was stained with Sudan III; the red
color contrasts the monoolein coating around the yeast (Figure 2B). After
microencapsulation, a sample of powder diluted 1:10 in water was stained with methylene
blue solution and Sudan III. Uncoated yeasts were observed with light color blue in their
cytoplasm, and a refringent red color was presented on the external wall of the
microorganism, as well as yeasts intro microencapsulated were observed (Figure 2C). The
microcapsules showed a multimodal distribution, the largest population was at a particle size
of 3.3 um; nevertheless, its mean particle size was 4.6 = 1.3 pm, therefore, the histogram is
loaded towards larger values of particle size. The particle size range comprises values from
2.96 um to 7.65 um (Figure 2D).

Properties of microencapsulation

A yield of 38% 35.75 £ 2.02 % in solids was obtained, while the viability of S boulardii cells
was 98.4 %, which represents a count of 3X107 CFU/g, meaning that the encapsulation
process did not significantly affect the viability of the S. boulardii. Cells. Table 4
summarizes the main results found when evaluating the flow properties of the

microencapsulation.
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Morphological characteristics of the microencapsulates by SEM

Representative morphological characteristics of the microcapsules obtained are shown by
SEM (Figure 4). The microcapsules present a circular morphology with an irregular surface
showing an important heterogeneity in size and shape; we can differentiate the components
that give structure to the microcapsules, for example the layer formed by the maltodextrin
that is used as wall material, is observed as a rough and porous surface, this phenomenon is
due to the temperature used in the spray drying process. We hypothesize the presence of S.
boulardii in the center of the microencapsulated, given that the size around of 3 um and oval

shape corresponds to its description (Figure 3B, 3C).

Sensory analysis of the novel synbiotic

The sensory analysis of the synbiotic was performed, by smell, the mixture turned out with
a high starchy smell, wood, and calcium, while a slight herbal aroma with hints of mint. To
taste, the synbiotic mixture denoted a marked taste of cellulose and wheat, in addition to a
slight taste of sugarcane and soybeans. A hedonic test was not performed, however the
acceptance by the panelists was high.

Discussion

Response surfaces and properties of microencapsulation

A response surface method was performed to optimize the encapsulation process to find the
optimal experimental conditions by performing a reduced number of experiments. Also, this
model allows the evaluation of the independent variables on the response variables (Ferreira
et al., 2019) The quadratic model determined the critical points of the different variables
(maximum and minimum levels (Khuri, 2006) . Finally, the optimal levels of the

experimental conditions were obtained from the ANOVA test (Homayoonfal et al., 2022).
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Spray drying was performed due to its low cost, high yield, and ability to produce
microcapsules of higher stability and low bulk density (Misra et al., 2022) . Although this
process produces highly water-soluble microcapsules that promotes the early release of the
probiotic (Frakolaki et al., 2021), we used maltodextrin as a wall material, which has
demonstrated a high capacity to increase the strength of the microcapsules after spray drying
in terms of moisture content, solubility, and flowability (Frakolaki et al., 2021). Under the
optimum spray drying conditions according to the above-described design, maltodextrin was
used as a wall material at 30% W/W, it has been reported to be used at concentrations
between 10 and 50% w/w, and it has been observed that 30% w/w improves the
encapsulation efficiency and the dry powder yield (Semyonov et al., 2010) . Furthermore,
spray drying was performed at a temperature of 118 °C and 0.18 MPa pressure; according to
studies conducted at similar conditions (120 °C and 0.3 MPa) our experimental conditions
do not affect the viability of S. boulardii (Shu et al., 2022). In a study that used an inlet
temperature of 80°C and 125°C, it was observed that lower temperatures increase the
viability of the microorganism after spray drying; however, the resistance to the passage of
gastric juices decreases, so it is convenient to opt for high temperatures that increase the
resistance of the microorganism to gastric juices. (Arslan et al.,, 2015). Food and
pharmaceutical formulations prefer a homogeneous particle size, which is why the particle
size of microcapsules is a key factor (Burgain et al., 2011). The particle size obtained after
spray drying was 4.6 = 1.3 um, the size of the microcapsule depends on the method chosen;
in spray drying the sizes vary from 3 to 100 pm. (Nazzaro et al., 2012) In a previous study,
the mean diameter of S. boulardii microcapsules ranged from 3.40 + 0.11, at the inlet air
temperature of 80°C and 3.54 + 0.12 at 125°C , temperature had no significant effect on the

particle size (Arslan et al., 2015).
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Moisture content is an important factor in powder shelf life. The moisture content was 6.59
+ 0.47 %. Maltodextrin reduces moisture (Misra et al., 2022) and increases the stability of
the spray-dried powder (Reyes et al., 2018) . In similar studies using the same concentration
of maltodextrin and high temperatures, the moisture value was lower (2.4 + 0.6%) (Anitha
& Sellamuthu, 2022), while another study reported similar ( 5.63 = 0.02%) (Reyes et al.,
2018) . A higher concentration of maltodextrin in the formulation allows for obtaining low
moisture content. On the other hand, the bulk density was 2.13+ 0.14 g/mL. Previously, it
was observed that the bulk density decreased with an increase in the spray-drying inlet air
temperature and a maltodextrin concentration of 50% w/w (Mishra & Athmaselvi, 2016).
The effects of spray-drying air temperature and maltodextrin concentration are reflected in
the characteristics of the final product. The most significant physical attributes of the dry
powder are moisture content, bulk density, and particle size (Homayoonfal et al., 2022).
However, the viability of the probiotic microorganism must be considered; we obtained a
yield of 38% +2.02 % in solids was obtained, while the viability of S boulardii cells was
98.4 %, which represents a count of 3X10” CFU/g. The microcapsules show a circular
morphology with an irregular surface showing a significant size heterogeneity. In a similar
study using milk protein (20% w/w) as wall material, it was observed that the effect of pH
conditions the morphology and size of the microcapsule; at a pH close to neutral, the
electrostatic forces decrease and cause a lower interaction leading to a smaller size of the
microcapsules(Duongthingoc et al., 2013). In addition, it has been reported that low solids
concentration results in a thin and weak shell(Abdullah et al., 2021). The effect of
temperature should also be considered since the higher the temperature of the inlet air for
drying, the more fractured the microcapsules are (Fang et al., 2012). Finally, it has been

demonstrated that when working at intermediate temperatures, partially collapsed
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microcapsules are obtained, but with good mechanical resistance and good dissolution
properties (Fang et al., 2012).

Conclusions

In the present study, the coating of S. boulardii by RSM was optimized, obtaining the
optimal spray-drying conditions maximizing the yield and viability of the probiotic stable
under cooling conditions. The powder obtained was used to form a new symbiotic composed
of Agave salmiana fructans and the microencapsulation, observing qualities that allow
proposing the synbiotic as a carrier of different formulations presenting by itself a pleasant
taste and odor. This new formulation could be used in later clinical studies to prove its

efficacy in different concentrations where the use of a synbiotic is needed.
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Abstract

The use of antibiotics unbalances the intestinal microbiota. Probiotics, prebiotics, and
synbiotics are alternatives for these unbalances. The effects of a new synbiotic composed of
probiotic Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 and fructans from Agave salmiana (fAs)
as prebiotics were assessed. To evaluate the half-life of the probiotics in the intestinal
mucosa commercial probiotic (CP) and microencapsulated (MP) powders were used to
prepare synbiotics and feed Wistar rats subjected to antibiotics (AB). Eight groups were
studied, including five controls and three groups to modulate the microbiota after the use of
antibiotics: G5: AB + MP-synbiotic, G6: AB + CP-synbiotic, and G8: AB + f4s. All
treatments were administered daily for 7 days. On days 7 and 21, euthanasia was performed,
cecum tissue was recovered and used to evaluate histological analysis, to study
microphotograph by TEM and finally, bacterial DNA was extracted and 16S rRNA gene
metabarcode sequencing were performed. Histological analysis showed less epithelial
damage and more abundance of the intestinal microbiota in the groups G5, G6, and G8 in
comparison with the AB control group after 7 days. Microphotograph of the cecum at 21
days showed that G5 and G6 presented beneficial effects in epithelial reconstruction.
Interestingly, the groups that used the synbiotic without AB (G3 and G4) in addition to
contributing to the recovery of the autochthonous microbiota, it promotes the development
of beneficial microorganisms, those results were also achieved in the groups that used the

synbiotic with AB enhancing the bacterial diversity and regulating the impact of AB.

Key words: Dysbiosis, S. boulardii, Agave salmiana fructans, cecum, metabarcode

sequencing
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Introduction

The microorganisms that colonize the gastrointestinal tract are known as the intestinal
microbiota [1], which is made up of microorganisms from the three domains Archaea,
Bacteria, and Eukarya, as well as viruses [2]. The intestinal microbiota has a central role in
the physiological maintenance and good health of the gastrointestinal tract, where its
functions, such as protection against pathogens, production of antimicrobial peptides, and
immune system stimulation, are relevant to human health [3]. Different factors can
conditionate its function and composition, and the use of antibiotics is one of them [4];
between 2000 and 2015, the global antibiotic consumption rate increased by 39% [5].
Immediately and long-term consequences have been reported to the use of broad-spectrum
antimicrobials [6], as it alters the balance of the normal intestinal microbiota and results in
antibiotic-associated diarrhea (AAD) [7]. Moreover, long-term consequences of antibiotic
treatment in children have been associated with a higher risk of systemic diseases, such as
asthma and overweight [8]. Among the main antibiotics prescribed are quinolones,
cephalosporins, and penicillins [9].

Different alternatives have been used to modulate the dysbiosis, and consequently, the AAD,
among those alternatives, the use of probiotics, prebiotics, and synbiotics, currently have
shown an increase in their application for this purpose [10,11,12]. The probiotic yeast strain
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (Sbh) stands out from all the rest to have most clinical
studies performed to avoid AAD [13]. It is also resistant to antibacterial due to its natural
structural properties [14,15]; moreover, Sb increases the concentration of intestinal secretory
Immunoglobulin A (s/gA) [16]. Since the colonization of the probiotic strains is not possible
due to the resistance of the gut microbiota [17], different attempts have been described to

increase the half-life of the probiotics in the intestinal mucosa. Microencapsulation as a
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coating technique provides a lipidic membrane [18] that can interact with the intestinal
mucosa and increase their half-life. Glyceryl monooleate (monoolein) has been described as
a good wall material, capable of forming core-shell structures [19]; in addition to possessing
mucoadhesive properties [20] the monoolein is a biocompatible molecule recognized as safe
[21] and might be a new alternative for this purpose. Another alternative to modulate the
intestinal microbiota is the use of prebiotics, which are substrates that are selectively utilized
by the host microorganisms and confer a health benefit [22]; they are also beneficial in the
recovery of the intestinal microbiota after the use of antibiotics [23].

Among the prebiotics, Agave salmiana has high and medium degrees of polymerization [24],
characterized by graminans-type bonds (B 1-2) and (B 2-6) [25]. Fructans from A. salmiana
(f4s) have demonstrated prebiotic activity in Wistar rats by increasing Lactobacillus spp and
Bifidobacterium spp [26], as well as the ability to increase the number of goblet cells [27].
Another alternative to the modulation of the intestinal microbiota that looks for potential the
individual beneficial effects of prebiotics and probiotics, is the treatment with synbiotics,
which are defined as an association between a substrate (prebiotic) and living
microorganisms (probiotic), the substrate should be used selectively by both the
microorganisms that colonize it and the administered probiotic [28]. Although previous
reports of f4s have evidenced its prebiotic activity and the widely recognized capability of
S. boulardii as probiotic, there is no evidence of a synbiotic formulation including both, to
evaluate the effect on intestinal microbiota of coadministration of this synbiotic with broad-
spectrum antibiotics on Wistar rats, as well as their influence on the modulation of the
intestinal microbiota over time. The aim of this study was to evaluate the potential of the
new synbiotic formulation, composed of S. boulardii CNCM [-745 and fructans from A.

salmiana, to modulate the altered intestinal microbiota by use of antibiotics on Wistar rats.
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Results

Powder of fructans from Agave salmiana.

The A. salmiana plant was collected at the physiological stage before developing a flowering
mast, which concentrates a large amount of branched carbohydrates. 475 g of fructans
from Agave salmiana (fAs) powder was obtained from 4.2 kg plant nucleus, giving a yield
of 11.3% w/w. The innocuity assessment of the fAs powder was acceptable in terms of the
permissible limit of aerobic bacteria, as well inexistent molds/yeasts, total coliforms,
Salmonella spp, E. coli, and Staphylococcus spp (Table 1). These results were in accordance
with the permitted levels of molds and yeast, aecrobic mesophilic microorganisms, coliforms,
Salmonella spp and Staphylococci by current regulations [43], thus the f4s were considered
safe for application and consumption.

Table 1. Microbiological analysis of fructans powder from A. sa/miana expressed as CFU/

mL.
Microorganisms Result Maximum level allowed
(CFU/mL) (CFU/mL)
Aerobic mesophiles 94+3 2500
Molds and yeast 0 100
Total coliforms 0 10
Salmonella spp 0 0
E. coli 0 0
Staphylococcus 0 0

*CFU, colony-forming unit. Shown is the mean % SD of three independent experiments

Effects of the treatments on caecum length and pH in feces

Wistar rats treated with AB for 7 days showed an increase in caecum length. Table 2 presents
the eight groups with the respective length measurement and their statistical analysis by
repeated measures ANOVA, considering significant differences since P < 0.05 with respect

to the control group. Group 5, where the AB mix and the novel synbiotic were administered,
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showed the best effect, with a statistically significant difference with respect to the control
group (p= 0.002). A similar effect was achieved in Group 6 where the AB mix and the
commercial synbiotic were administered (p=0.018). Finally, we observed a beneficial effect
in Group 8 (p=0.005), where the AB mix and f4s were administered. The groups of Wistar
rats treated with some synbiotic or with f4s alone, achieved the lowest pH values. After 21
days, only groups G4 and G5 showed a reduction of the pH values. Interestingly, when a
comparison of length of the caecum and pH values at 7 and 21 day was performed, the G5
group treated with the mixture of AB and the new synbiotic, showed the best beneficial
effects, achieving a reduction in both parameters.

Table 2. Caecum’s length during the treatment and pH in feces

Caecum’s length pH
(cm)

Group Control Day7  Day2l p-value Day 7 Day 21
G1. Control 45+0 45+0 5+025 0201 706044 735+04
G2. AB 45+0 63+1.1 58+033 0.732 743+045 7.36+048
G3.NS 45+0 63x11 550 0312 6.82+027 7.28+0.28
G4.CS 45+0 45+1 51x083 0.501 691+092 6.83+001

G5.AB +NS 45+0 7.1+001 51+083 0.002 691+0.05 6.72+0.06
G6.AB +CS 45+0 65+025 51+083 0018 6.79+028 6.81+0.03
G7.FAs 45+0 5+025 48+083 0.865 6.61+£028 7.10+0.19
G8. AB + FAs 45+0 8+x025 6+0.25 0.005 6.74+0.39 6.78 +0.21

Caecum length along the treatment. AB: Antibiotic, NS: novel synbiotic, CS: commercial synbiotic, FAs:
fructans Agave salmiana (Repeated Measures ANOVA)

Histological analysis of caecum microbiota
For optical microscope analysis, samples from the caecum were obtained. The abundance of

caecum microbiota was evaluated using a semi-quantitative scoring system. The score
ranges from 0 crosses, where no microbiota is found, to up to 4 crosses, where microbiota is
present in more than half of the field of view at a 400X magnification; microbiota is

identified as a colony of bacterial close to the surface of epithelial cells. Figures 1A-H show

46



the histological analysis of the eight groups after 7 days of respective treatment. The
antibiotic group (G2) showed an important reduction of the microbiota and high production
of mucus as a defense mechanism in comparison with the control group (G1). In the same
way, an important reduction of the microbiota was observed in the groups where the
antibiotic cocktail was used with any of the synbiotics (G5 and G6) or prebiotic (G8). Figure
1I shows the accumulative results of the semi-quantitative assessment by observing the
effect of each treatment after 7 and 21 days, where Group 5, which received the AB and
novel synbiotic, showed the greatest effect in the reestablishment of the intestinal
microbiota.

Caecal epithelium by TEM

The ultrastructure of the epithelial junction complexes, the architecture of the microvilli, the
superficial epithelia, and some submucosal structures of the epithelium as well as the
intestinal microbiota interacting with the epithelial mucosa were observed by thin section
transmission electron microscopy. In the G3, which only received the novel synbiotic
treatment, abundant microbiota interacting with the epithelial mucosa were observed after 7
and 21 days of treatment. In contrast to G3, in G4 less microbiota was observed after 7 days,
but the number of viable microorganisms increased after 21 days (Figure 2). The
micrographs of G5 after 7 days of treatment with AB + novel synbiotic, both micrographs
showed enterocytes tightly bound by junctional complexes, and scarce microbiota; while G5
after 21 days, showed an increase in the microbiota greater than that of the other groups, as
well as some non-goblet mucous-type cells (NGM). The micrographs of G5 after 7 and 21
days, show that the zonulae occludens, the adherent zonulae and adherent maculae presented
a normal aspect. Also, abundant mucin was observed, and the luminal surface was covered

with microvilli. Figures of G6 after 7 days corresponding to treatment of AB + commercial
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synbiotic, show a similar effect that observed in G5. A scare microbiota was observed with
an abundance of mucin. Furthermore, the cell morphology is well preserved at the junction
complexes, and the luminal surface covered with microvilli. Figures which correspond to
G6 after 21 days of treatment, show autochthonous microorganisms that contain endospore

as well as organisms undergoing cell division (Figure 2).

Microbiota analysis.

An initial analysis of the microbiota of all study groups was performed. However, we
focused on the groups with potential to modulate the intestinal microbiota, without
antibiotics and with antibiotic treatment at 21 days. Taxabar plots with the 10 dominant
bacterial genera are shown (Figure 3). The results clearly showed the impact of the AB on
bacterial diversity on day 7, as well the modulation of the microbiota on day 21. The diversity
of the control groups without AB, G3 and G4, on days 7 and 21, as well as the three groups
with the ability to modulate the microbiota after antibiotic co-administration, synbiotic study
groups (G5 and G6) and prebiotic group G8, respectively, are shown, because these were the
groups where the synbiotic treatment was evaluated. In the groups with antibiotic co-
administration a dysbiosis was observed on day 7, G5 and G6 are shown on day 7 to evidence
the decrease in bacterial diversity, the modulation of the intestinal microbiota on day 21 is
shown next. In the control group, changes in at least two families of microorganisms were
observed, especially Romboutsia increased 2-fold after 21 days, while the amount of
Lactobacillus decreased 3-fold. The groups that were treated with antibiotics, both antibiotics
alone (G2) or with a coadministration of any of the alternatives to modulate the microbiota
(G5, G6 and G8) showed an evident dysbiosis on day 7, where more than 90% were bacterial
members of the family Enterobacteriaceae. In group G3 we observed the lowest amount of

Romboutsia 13.49% on day 7, presented an increase on day 21 to 43.75%, which represented
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an increased 3.2 times, while in G4, Romboutsia increased 1.56 times. The bacterium
Romboutsia was one of the most influenced after the coadministration of the antibiotic with
the synbiotics or prebiotic on day 21, given that in the G5, increased 47.9 times, in the G6
achieved a remarkable increase of 63.63 times and the G8 the increment was 46.26 times.
These results point out the effect of the antibiotic to alter the composition of intestinal
microbiota, as well as the power of the novel synbiotics and the prebiotic to enhance the
autochthonous microbiota, where besides recovering the autochthonous microbiota, it
promotes the development of beneficial microorganisms such as Lactobacillus increasing on
day 21, given that increases of 3.31 and 1.98 were found for G5 and G6, respectively, as
well as a remarkable increase of 5.14 for G8. Other beneficial microorganisms that were
undetected on day 7 after the coadministration of antibiotics and detected in groups G5 and
G6 on day 21 were Christensenellaceae and Akkermansia (Figure 3).

Discussion

Fructans powder of Agave salmiana

Following the method described by Godinez et al [24], a higher yield in dry powder was
obtained than that reported from the fresh weight of the Agave salmiana nucleus (15.0 £ 0.3
vs. 1.75 £ 0.33). Several three-step extraction methods have been described, which ensure
the obtaining of structures with the desired degree of polymerization [43]; however, the
method followed in the present work to obtain fructans from Agave salmiana showed to be
high-yield, low-cost, and the innocuity evaluation was within the parameters were according
with Mexican regulations [44]. Therefore, this method could be useful for future

applications.
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Caecum length along the treatment

Several authors have reported increased caecal weight after administration of broad-
spectrum antibiotics (amoxicillin at 60 mg/ml) [31] (and a mix of antibiotics (ampicillin, 1
g/L, neomycin sulfate, 1 g/L, metronidazole, 1 g/L, vancomycin, 500 mg/L) [45] In addition,
an increase in the length of the caecum was observed when Agave salmiana fructans were
administered at doses greater than 10% w/w of the daily feed [46]. In this work, an increase
in caecum length was achieved in all the groups with AB treatment. However, an interesting
reduction of the caecum length and pH values were achieved at 21 days in the G5, treated
with the mixture of AB and the novel synbiotic. Those results agree with previous reports
that describe the anti-inflammatory effect of 4. salmiana fructans, which is reported in both
ways, direct immunomodulation of the graminan-type fructans via Toll-Like receptors
(TLR), which inhibited TLR2 and TLR4, as well attenuated pro-inflammatory cytokine
production, when dendritic cells were studied [47]. On the other way, anti-inflammatory
effect of the short-chain fatty acids (SCFAs), particularly butyrate, in mice treated for 7 days
with AB, reported a dramatical depleted of the levels of SCFAs [48], which pH value
increase in feces, those results are in agree with our work, moreover, Tao et al [48] reported
that after 7 days of antibiotic cocktail treatment on mice an intervention post-antibiotic with
inulin-type fructans increase the butyrate level, which have an anti-inflammatory effect.
Histological analysis of caecum microbiota

The group that received a mixture of antibiotics, a reduced microbiota density was observed.
However, at the end of the follow-up, we observed a recovery in the density of the intestinal
microbiota was achieved. The increase of anaerobic bacteria has been observed after
administration of amoxicillin 60 mg/ml [31]. The most important finding was the increase

in microbiota density in the group that received the mixture of antibiotic and the novel
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synbiotic at the end of the follow-up. It has been observed that the consumption of 4.37 g of
A. salmiana fructans for 35 days, increased the concentration of Bifidobacterium and
Lactobacillus [26], in addition, the administration of a synbiotic composed of
Bifidobacterium animalis and A. salmiana fructans increased the lactic acid bacteria count
[49]. This finding agrees with the Microbiota analysis, which showed a decrease in the
microbiota on day 7 day of AB, as well as the power of the novel synbiotics and the prebiotic
to enhance the autochthonous microbiota and promotes the development of beneficial
microorganisms.

Analysis of the interaction between microbiota and cecal epithelium by TEM

The impact of the use of antibiotics on both, the reduction of the microbiota of the cecum,
as well as changes on some structures of the cells were achieved in the histological analysis.
Our results are in accordance with previous report [50]. Mantani et al. who described the
viability status and changes in the morphology of autochthonous bacteria by distinguishing
of various morphological characteristics, such the intact cytoplasm and less than 10% of
vacuoles [50]. The micrographs obtained by TEM identified several cellular characteristics
observed in those groups that received the Novel synbiotic treatment; brush border (BC)
cells were identified scattered throughout the rat cecum, which presents thick microvilli of
variable size. These features indicate a recovery of normal cell morphology [51]. Structures
that meet the features of a yeast interacting with the cecal epithelium were not observed;
however, it has been reported that after 48 h of Saccharomyces treatment, yeast is found

among enterocytes [52].
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Microbiota analysis

Antibiotic treatment can affect all aspects of bacterial ecology, including nutrient and energy
flow and gene transfer mechanisms, but the direct effect is the loss of specific bacterial
populations. Therefore, measuring the abundance of different bacterial populations is the
most basic measure for comparing antibiotic-treated communities [53].

One of the most used methods to investigate the microbiota is 16S rRNA sequencing and
metagenomic shotgun sequencing, these methods only provide relative abundance data.
Relative abundance refers to the percentage of a specific organism within a bacterial
community [54]. However, this type of technique is limited only to the evaluation of
microbiota populations and misses the metabolite changes that occurred because of dysbiosis
caused by antibiotic use. This decrease in microbiota diversity in combination with
metabolite changes was associated with negative effects for elderly patients, showing
elevated rates of systemic inflammation, depression, and general frailty [55]. On the other
hand, a similar effect was reported in infants who were treated with antibiotics, the effect
resulting in a rapid decrease in bacterial diversity and variable recovery [56]; however, the
changes, although temporary, may cause permanent consequences in the immune and
metabolic function of infants [57], which are implicated in the development of chronic
diseases throughout their lives [58].

In this study, we compared the most notable changes in the different bacterial populations
found, based on the analysis of relative abundance. We observed that Lactobaccillus and
Romboutsia are the families that underwent the most changes during the intervention. The
use of some Lactobacillus, such as L. reuteri, shows a protective effect against metabolic
disorders through the decrease of Romboutsia and Clostridium sensu stricto 1 [59]. It has

been an improvement in the intestinal barrier associated with a decrease of Romboutsia and
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Clostridioides after treatment with Lactobacillus johnsonii [60]. The results are
controversial, and more studies are needed to establish causality, especially because it has
also been reported that the increase in the populations of Romboutsia correlates positively
with the increase of ZO-1, a protein of great importance in tight junctions [61]. On the other
hand, the presence of some beneficial microorganisms such as Christensenellaceae an
important beech and reflects the beneficial potential of the consumption of the novel
synbiotic in case of antibiotic-induced dysbiosis. The relative abundance of
Christensenellaceae is described as the most evident link between the microbial ecology of
the human gut and metabolic diseases [62]. Other beneficial microorganism that was
stimulated on day 21 was Akkermansia muciniphila, which recently was described as the
next generation of probiotics for disease amelioration [63][64].

Conclusions

This study presents evidence of the effect of a new synbiotic that may be useful to treat the
effects of dysbiosis associated with the use of antibiotics. Our results showed the
physiological effect of the novel synbiotic on the organization of the epithelium of the cecum
of Wistar rats, where a great abundance of microorganisms was observed, with a greater
diversity on day 21. Interestingly, in addition to contributing to the recovery of the
autochthonous microbiota, it promotes the development of beneficial microorganisms. This
study lays the foundation for the development of a new synbiotic product taking advantage
of all the benefits of the consumption of prebiotics such as fructans from Agave salmiana
and the widely described probiotic strain Saccharomyces boulardii CNCM 1-745. More

evidence is needed for application in a clinical study.
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Resumen

Se desarrollo una formulacidn sinbidtica compuesta por Saccharomyces boulardii CNCM I-
745 y fructanos de Agave salmiana con el fin de modular la microbiota intestinal alterada
por el uso de antibidticos, en un biomodelo y en escolares con infecciones de vias
respiratorias altas (IVRA). El modelo animal evidenci6 resultados histologicos interesante
principalmente en el ciego, donde present6 la recuperacion de la funcién de barrera epitelial
y la microbiota autctona en los grupos que recibieron el sinbidtico. La intervencién en
escolares con IVRA incluy6 un grupo que recibio el sinbidtico y tomando el antibiético y un
grupo control con IVRA, bajo antibidtico y sin sinbidtico. Los nifios que consumieron el
sinbidtico tuvieron mayores concentraciones de microorganismos benéficos en la microbiota
intestinal en comparacion con aquellos sin el sinbidtico, estos efectos positivos fueron
significativos, lo que contribuyé a su evolucién favorable sin diarrea. Mds estudios son

necesarios para analizar la influencia de variables.
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7.- CONCLUSIONES

Este estudio presenta las primeras evidencias del efecto benéfico de un nuevo
sinbidtico, compuesto por Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 y fructanos de
Agave salmiana, como alternativa en la modulacion de la disbiosis asociada al uso
de antibidticos. Los resultados obtenidos demuestran que la combinacion de un
probiético ampliamente documentado con un prebiético como los fructanos de
Agave representa una estrategia innovadora para favorecer la recuperacion del
equilibrio de la microbiota intestinal después de la alteracién ocasionada por la
terapia antimicrobiana. Este trabajo muestra el efecto fisiolégico del nuevo
sinbiotico sobre la reorganizacion del epitelio del ciego de ratas Wistar, donde se
observo la recuperacion en la abundancia de microorganismos benéficos al finalizar
la intervencidn. Estos resultados indican que la formulacidn favorecié un ambiente
intestinal mas estable y compatible con el restablecimiento de la microbiota
residente, promoviendo condiciones favorables para la recuperacién de la
funcionalidad del ecosistema intestinal después del tratamiento antibi6tico.
Interesantemente se demostrdé la recuperacion de la microbiota autoctona a
géneros relacionados con beneficios a la salud. La presencia de estos
microorganismos se asocia con funciones esenciales, como la produccion de
metabolitos benéficos, el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal y la
regulacion de la respuesta inmunoldgica, aspectos que contribuyen al equilibrio
fisiologico del hospedero y respaldan el potencial funcional de la formulacion
desarrollada. Se demostré que S. boulardii en la mezcla sinbidtica novedosa
persiste después de terminar el tratamiento demostrando que Ia
microencapsulacion favorecié la supervivencia del probidtico y aumenté la
permanencia en el tracto gastrointestinal, condicion que podria prolongar sus
efectos benéficos sobre la microbiota intestinal. Este estudio sienta las bases para
el desarrollo de un nuevo producto sinbidtico aprovechando todos los beneficios del
consumo de prebidticos como los fructanos de Agave salmiana y la ampliamente
descrita cepa probidtica Saccharomyces boulardii CNCM 1-745. Son necesarias
mas pruebas para proponer su aplicacion en un estudio clinico, incluyendo estudios
de seguridad y mecanismos de accion que permitan confirmar su potencial como

alternativa terapéutica.
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Abstract

The use of antibiotics unbalances the intestinal microbiota. Probiotics, prebiotics, and synbiotics are alternatives for these
unbalances. The effects of a new synbiotic composed of probiotic Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 and fructans
from Agave salmiana (fAs) as prebiotics were assessed to modulate the intestinal microbiota. Two probiotic presentations,
the commercial probiotic (CP) and the microencapsulated probiotic (MP) to improve those effects, were used to prepare
the synbiotics and feed Wistar rats subjected to antibiotics (AB). Eight groups were studied, including five controls and
three groups to modulate the microbiota after the use of antibiotics: G5: AB +MP-synbiotic, G6: AB + CP-synbiotic, and
G8: AB +1As. All treatments were administered daily for 7 days. On days 7 and 21, euthanasia was performed, cecum
tissue was recovered and used to evaluate histological analysis and to study microphotograph by TEM, and finally, bacte-
rial DNA was extracted and 16S rRNA gene metabarcode sequencing was performed. Histological analysis showed less
epithelial damage and more abundance of the intestinal microbiota in the groups G5, G6, and G8 in comparison with the
AB control group after 7 days. Microphotograph of the cecum at 2 weeks post treatment showed that G5 and G6 presented
beneficial effects in epithelial reconstruction. Interestingly, in the groups that used the synbiotic without AB (G3 and G4)
in addition to contributing to the recovery of the autochthonous microbiota, it promotes the development of beneficial
microorganisms; those results were also achieved in the groups that used the synbiotic with AB enhancing the bacterial
diversity and regulating the impact of AB.
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