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DEFINICION DE PROBIOTICOS

Diversos factores deterioran la microflora gastrointestinal (bacterias que residen en el
estdmago y en el tracto intestinal) incluyendo los antibioticos, viajar en automavil o en avion,
el estrés (fisico y sicologico) los medicamentos, el clima, los patogenos, cambios de dieta y el
envejecimiento."’

Estrés
psicoldgico

Patogenos

Micro flora
gastrointestinal

Figura 1. Diversos factores que afectan la micro flora gastrointestinal

Los probidticos son microorganismos o sustancias que ayudan a mejorar el equilibrio de los
microorganismos en el tracto intestinal. Los probioticos ayudan a restaurar el equilibrio de
bacterias beneficiosas, creando asi un ambiente mas saludable en el tracto intestinal

EFECTOS CLINICOS DE LOS PROBIOTICOS WAKUNAGA
(KYODOPHILUS)

Reducen la diarrea y el estrefiimiento

Con el uso de probidticos de Wakunaga se ha observado mejoria en diarrea y estrefiimiento
conduciendo a la normalizacion en el tracto intestinal. Un estudio clinico con 180 pacientes de
instalaciones médicas diferentes en Japdn observé mejoras significativas en pacientes con
heces blandas o diarrea al tomar un producto probidtico de Wakunaga que contiene los
Lactobacillus Gasseri (L.gasseri) y Bifidobacterium bifidum (B. bifidum) (Tabla 1).° La
consistenciay el olor de las heces también mejoro (Tabla 2).

En comparacion, la mejoria en la diarrea, se observo en menos del 45% de los pacientes
tratados con placebo. Un estudio clinico mas pequeno realizado por Dr. Honma et al.* observo
una reduccion de la diarrea en el 94% de los pacientes (18 en total) que tomaban los mismos
probioticos (Tabla 3). Otro estudio piloto con este probiotico dirigido por el Dr. Terry Willard en
\ Calgary, Canada, demostro una mejora significativa en 11 de los 13 pacientes con diarrea.’ J
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Tabla 2. Efecto del producto multi-cepa que incluye L. gasseri 'y B. bifidum

en Diarrea
Mejoria Mejoria Mejoria Ningun .
Detalles significativa Moderada Leve cambio TOTAL Porcentaje
Frecuencia 34 47 28 1 110 99%
Dureza 34 48 29 1 116 96%
Olor 15 9 5 5 34 85%

Resultado de las pruebas clinicas internas

Tabla 5. Efecto del producto multi-cepa que incluye L. gasseri y B. bifidum en
el estrefiimiento

Mejoria Mejoria Mejoria Ningun .
Detalles significativa Moderada Leve cambio TOTAL Porcentaje
Frecuencia 24 19 13 6 62 90%
Dureza 18 18 18 8 62 87%
Olor 1 5 10 5 20 80%

Resultado de las pruebas clinicas internas

Con respecto al estrefiimiento, un estudio clinico con 39 pacientes demostré una mejoria en
95% de los sujetos después de tomar un producto de cepas multiples incluyendo L. gasseriy B.
bifidum. de Wakunaga (Tabla 4).*

Otro estudio clinico utilizando el mismo producto mostré una mejoria en 56 de 62 sujetos con
estrefimiento (Tabla 5).° La distension abdominal mejoré en 63 de 66 sujetos y la frecuencia,
durezay olor también mejoraron (Tabla 6).

EL B. bifidum ha demostrado reducir el estrefimiento del colon en el 83% de los sujetos (Tabla
4)’. Bifidobacteria y L. gasseri producen grandes cantidades de acido acético y lactico,
respectivamente y es probable que este efecto como la adherencia de estas cepas a la mucosa

intestinal son las responsables de la mejoria en el estrefimiento.*®’

Tabla 1. Beneficios del producto multi-cepa incluyendo L. gasseriy B. bifidum
para mejorar condiciones intestinales

The Probiotics Leader

Muy Relativamente Muy poco . Porcentaje
Detalles dtil atil il No util No deseable TOTAL de mejora
Eces
blandas 36 49 26 5 0 116 96%
Estrefiimento 20 25 13 6 0 64 91%
TOTAL 56 74 39 11 0 180 94%
Resultado de las pruebas clinicas internas J
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Tabla 4. B. bifidum reduce el estrefiimiento del colon

Muy efectiva Relativamente No especialmente Numero
Detalle y efectiva efectiva de clases
Estrenimiento 12 3 5 i
del colon

Bifidobacterium bifidum (G9-1) fue significativamente efectivo para recuperar el
mantenimiento de las cantidades de heces y su condicion con una dieta baja en fibra. Ademas,
aumento las bacterias amigables en los intestinos y redujo las bacterias malas como la E. coli.
Laingesta de G9-1 también redujo la diarrea causada por la lectina. Por lo tanto, G9-1 debe ser
beneficiosa para mantener la flora y la condicion intestinal sana y normalizando la flora
intestinal.”

El estrefimiento ocasionado por una dieta baja en fibra se redujo significativamente y se
normalizé a una poblacion equilibrada de bacterias buenas en la flora intestinal. Ademas, el
amoniaco, el colesterol, el triacilglicerol y otros marcadores en la sangre han mejorado
significativamente. También se recupero el contenido de agua en las heces al igual que el nivel
normal incluso por dietas bajas en fibra. La poblacion de la flora intestinal ha mejorado
significativamente también flora intestinal. Este Bifidobacterium obviamente es eficaz para
lasalud intestinal.”

Apoyo en la Lucha contra las Infecciones por Levadura

En un estudio clinico piloto con 36 pacientes con candidiasis Candida albicans, 89%
presentaron puntajes de sintomas de Candida albicans mas bajos después de tomar un
suplemento probidtico que contenia el L. gasseri y B. bifidum de los probiéticos Wakunaga.®
Setenta y dos por ciento (72%) presentaron un mejora superior al 25% en los puntajes 'y 33%
presentaron una mejoria de mas del 50% en los puntajes.® En dos pacientes, de dos y cuatro
anos, desaparecieron totalmente los sintomas después de un mes sin ningin cambio en la
dieta o en otros suplementos.*

CARACTERISTICAS DE LOS PROBIOTICOS WAKUNAGA

Inhiben el Crecimiento de Bacterias Patdogenas

Las bacterias del acido lactico han demostrado inhibir el crecimiento de bacterias patégenas y
su produccion de toxinas.**”"*""" Las bacterias L. gasseri tienen una capacidad superior para
producir acido lactico asi como sustancias anti-bacterianas y por lo tanto suprimen
patdgenos.“®”" B. bifidum particularmente protege al cuerpo de las bacterias nocivas al
adherirse a la mucosa intestinal, mediante la produccion de acido acético,**”""" y activando
macréfagos que también producen sustancias que suprimen las bacterias perjudiciales. L.
gasseri también activa los macréfagos pero su efecto es mas débil que el de B. bifidum.*
Yamashita et al.” encontraron que ratas que libres de gérmenes a quienes se les habia
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administrado B. bifidumy L. gasseri de Wakunaga junto con E. Coli. Se observé suprimido el
crecimiento de E. coli en varias escalas logaritmicas (E. coli pas6 de 10°a 10" siny de 10°a 10°
con bacterias amigables). Cuando se administrd B. bifidumy L. gasseri de Wakunaga antes de
laE. coli, también evitd el deterioro de las vellosidades del tracto intestinal.”

Figura 2. Las bacterias de acido lactico reducen las E. coli en heces
después del consumo de carne seca.
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Yamashita, M. et al. Clinics and Microorganisms 13(6): 729-38

Figura 3. Las bacterias de acido lactico reducen S. aureus en heces
después del consumo de carne seca.
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Yamashita, M. et al. 1987 Clinics and Microorganisms 13(6): 729- 38

Mejoran el Crecimiento de otras Bacterias Amigables

B. bifidumy L. gasseri de Wakunaga en combinacion con S. Faecalis demostraron mejorar el
crecimiento de bacterias amigables, tales como L. plantarum (Figura 4), las que normalmente
se suprimen por laingesta de una dieta alta en carne.”
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Figura 4. Las bacterias de acido lactico mantienen L. plantarum amigable
en las heces después del consumo de carne seca
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Reducen los compuestos toxicos / carcinogénicos producidos en

el tracto intestinal

Los probidticos Wakunaga han demostrado suprimir la produccion de sustancias nocivas tales
como amoniaco, indol y sulfuro de hidrogeno (acido sulfhidrico), que son cancerigenos y
. Las Bifidobacterias de Wakunaga “reciclan” las toxinas como el
amoniaco utilizandolo como una fuente importante de nitrégeno para su propia sintesis de
proteinas durante su fase de crecimiento (Figura 5).”™ Las bacterias Bifidobacteriumy L.
gasseri descomponen las nitrosamidas y pueden también suprimir la produccion de

nocivos para el higado.*""

nitrosamidas en los intestinos."”

Figura 5. Crecimiento de B. bifidum y amoniaco en cultivo como una funcién
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Yamamoto et al. evaluaron los efectos de B. bifidum y L. gasseri de Wakunaga en el
crecimiento in vitro de bacterias de putrefaccion de origen humano y su produccion de
sustancias descompuestas.” En concreto, se midieron las cantidades de amoniaco, indol,
acido sulfhidrico y fenoles volatiles producidos por las seis principales bacterias de
putrefaccion de fuente humana. Los seis productores de toxinas fueron Bacteroides
uniformis, Acidaminococcus fermentans, Clostridium clostidiiforme, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Citrobacer freundii. Al cultivar estas seis cepas con B. bifidumy L. gasseri de
Wakunaga encontraron que B. bifidum suprimio la produccion de amoniaco en un grado mayor
que L. gasseri, pero su efecto combinado con S. faecalis fue aln mayor en una amplia variedad
de bacterias productoras de amoniaco (Figuras 6Ay 6B). Los probioticos Wakunaga acidificaron
el medio e inhibieron el crecimiento de estos productores de toxinas. Cuando se cultivaron con
bacterias que producen indol, B. bifidum y L. Gasseri junto con S. faecalis suprimieron
significativamente la produccion de acido sulfhidrico y fenoles volatiles y su combinacion fue
mas efectiva que sus efectos individuales.

Figura 6. L. Gasseri y B. bifidum suprimieron la produccién de
amoniaco por A. fermentans
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Yamamoto. T, et al 1986 Basics and Clinics. 20(14):6971-7.

Yamashita et al.”” evaluaron los efectos de B. bifidumy L. gasseri de Wakunaga junto con S.
faecalis en el crecimiento in vivo de bacterias y su produccién de sustancias descompuestas.
Una dieta alta en proteinas (carne seca) suministrada a ratas normales aumento la produccioén
de las sustancias putrefactas en el tracto intestinal y en las heces. En esa dieta, la produccion
de amoniaco aumentd casi tres veces e indol casi cinco veces. Cuando se suministraron los
probidticos Wakunaga junto con la dieta alta en proteinas, la produccion de amoniaco se
eliming significativamente. En una dieta con caseina (proteina de leche), los probioticos
Wakunaga redujeron la produccion de amoniaco en el tracto intestinal de 20% a 40% vy la
produccion en la vena porta en 17% en comparacion con los controles. Por lo tanto, los
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probidticos Wakunaga suprimen el aumento de sustancias putrefactas producidas en el tracto
intestinal por un consumo alto en proteina. La dieta con carne de res también caus6 un
aumento en las bacterias patdgenas y una disminucion de los lactobacilos mientras que las
bacterias patdgenas siguieron siendo las mismas y los lactobacilos aumentaron cuando las
dietas fueron enriquecidas con probidticos Wakunaga.

Figura 7. Los probioticos Wakunaga suprimen la produccion de amoniaco
generado por bacterias putrefactas
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Figura 8. L. gasseri y B. bifidum suprimen la produccion de acido sulfhidrico
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Figura 9. Los Probiéticos Wakunaga suprimen la produccion de indol y
el crecimiento de B. uniformis

(A) 10 - (B) g 10 |-
on
°
— N
E 8
oh [ .
=t 2z
N 5 - 8]
< ©
o 0
O ()]
£ O 7L
(]
| -
(]
E ” 1 1 1
=}
0 4 8 12 z 0 4 8 12
Tiempo de cultivo (horas) Tiempo de cultivo (horas)
=&~ B. uniformis solo
=@=  B. uniformis con bacterias de acido lactico (B. uniformis)
=ill- B. uniformis con bacterias de acido lactico (B. bifidum)
B. uniformis con bacterias de acido lactico (L. gasseri)

Yamashita M, et al.1986. Clinics and Microorganisms. 13(6):729-38

Aumenta Inmunidad / Resistencia a las Bacterias

Las bacterias acido lacticas han demostrado mejorar la respuesta inmune aumentando la
resistencia a la infeccion.**""'"**** Bifidobacteria y L. gasseri de Wakunaga han demostrado
activar los macréfagos que producen sustancias que inhiben las bacterias nocivas.**" L. gasseri
ha demostrado mejorar la capacidad fagocitica de los macrofagos o la capacidad de estas
células inmunes para atrapar y quitar organismos extranos. El suplemento de L. gasseri en la
dieta ha demostrado mejorar la remocidn o eliminacion de la bacteria E. coli* gram-negativa
inyectada por via intravenosa. La ingesta de L. gasseri también doblo la cantidad de Kupffer en
células inmunes, que son responsables por the clearance de la circulacién de bacterias.™ EL
consumo de L. gasseri y B. bifidum juntos produjeron un aumento de cuatro veces en (gA
(Inmunoglobulina A) contra la Salmonella Thyphi Ty21a cuando sujetos humanos consumieron
bacterias antes de la infeccidon con este organismo." La IgA secretora es una inmunoglobulina
que protege la mucosa del tracto intestinal recubriendo los patogenos y dificultando que se
adhieran alamucosa."”"

Incluso si las bacterias vivas llegan a los intestinos como bacterias muertas o como bacterias
vivas que han muerto por exposicion al acido gastrico, a la bilis o0 a jugos intestinales, los
componentes de la bacteria, tales como las paredes celulares las bacterias de acido lactico, se
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absorben en el cuerpo mejorando los mecanismos de defensa."” B. bifidum también ha
demostrado eliminar la produccion de IgE total y antigena (Figuras 10y 11), lo cual sugiere que
es benéfica en el tratamiento de enfermedades alérgicas dependientes de IgE.”

Se confirmo que L. gasseriy B. bifidum de Wakunaga aumenta el numero de macrofagos.” y
han demosnstrado efectos estimulantes del sistema inmune y efectos antiinflamatorios al

disminuir el plasmayy los niveles en el bazo de LPS-inducida IL-6, IFN-y y TNF-a., relativa con los
controles.”

Figura 10. Efecto de la administracién oral de Wakunaga's B. Bifidum
en el nivel total de suero IgE
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Ohno H, et al. 2005. Biol Pharm Bull. 28(8):1462-6.
Cada punto (circulo abierto: control, circulo cerrado: BBG9-1, cuadrado abierto; no sensitivo) representa la media +_S.E. de 6 animales *,

** Significancia estadistica de la diferencia del grupo control p<0.05, p<0.01, respectivamente

Figura 11. Efecto de la administracion oral de Wakunaga's B. Bifidum en los niveles en
suero de IgE Ovoalbumina (a), IgG1 (b) y IG2a (c)
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Produccioén de vitaminas y otros factores nutricionales

L. gasseriy B. bifidum de Wakunaga han demostrado producir vitamina B,.° Ademas, L. gasseri
puede apoyar la absorcion de B,, inhibiendo el crecimiento de bacterias aneurinase, que
descomponen la vitamina B,.° Después de la administracion oral de Bifidobacterium en
lactantes, el mayor nimero de bacterias en el tracto intestinal produjo aumento de dos a tres
veces en la produccion de vitamina B1.%”' Bifidobacterium también es capaz de producir B,, B,,
B,,, acido félico y una variedad de aminoacidos.”*?*

Reduccion del Colesterol

Varios estudios han sugerido un efecto reductor del colesterol a partir de las bacterias del
acido lactico.***™*#™* | a5 bacterias intestinales han demostrado convertir el colesterol en
una forma menos absorbible (coprostanol) dificultando su absorcién en el tracto intestinal.’
Los bebés alimentados con biberdn han demostrado tener niveles de colesterol en suero mas
bajos cuando los lactobacilos predominan en su intestino.” L. Gasseri ha demostrado su
capacidad hipocolesterolémica al suprimir la reabsorcion de bilis a la circulacion
enterohepatica y mejorar la excrecion de acidos esteroides en las heces. Bifidobacterium
longum (B .longum) ha demonstrado reducir el colesterol total en pacientes con
hipercolesterolemia moderada,” como también en modelos con hipercolesterolemia inducida
mediante el aumento de la excrecion del colesterol. *. Otro estudio report6 que B. Longum no
solo reduce significativamente el colesterol total pero también reduce el nivel de colesterol
LDL e incrementa un poco el colesterol HDL. * Los sujetos que consumen productos lacteos con
cultivos de acido lactico han experimentado una reduccion en los niveles de colesterol
mientras que los productos lacteos sin cultivo no muestran tal efecto.™

B. bifidum y L. Gasseri de Wakunaga especificamente han demonstrado descomponer el
colesterol in vitro, con B. Bifidum mostrando los efectos mas significativos. *° El crecimiento
de B. Bifidum se encontro inversamente relacionado con la rata de recuperacion del colesterol
siendo que cuando se encontré mas B. Bifidum menos fueron los niveles de colesterol. ® Honma
et al. mostré que B. Bifidum y L. Gasseri disminuyeron la sintesis del colesterol por los
linfocitos inhibiendo la enzima (HMG-CoA reductasa) que es la encargada de sintetizar el
colesterol. El consumo de 3x10"de B. Bifidum por dia resulta en una disminucion significativa
tanto en el colesterol total como en el LDL.® Otro estudio encontré que B. Bifidum redujo
significativamente no solo los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma e higado pero
también en nivel de la glucosa en plasma en hipercolesterolemia e hiperglicemia.>
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Figura 12. B. bifidum reduce el colesterol en el suero resultado de una dieta
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Figura 13. L. gasseri reduce el colesterol LDL resultado de una dieta
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Figura 14. L. gasseri y B. bifidum suprimen la sintesis de colesterol en

linfocitos humanos
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Reduce Diarrea y Estreiimiento

Las bifidobacteriay los L. gasseri producen cantidades sustanciales de acido acético y lactico,
respectivamente, y es probable que tanto este efecto como la adherencia de las cepas a la
mucosa intestinal sean los responsables en la mejoria del estrefimiento.**’

B. bifidum (G9-1) de los probioticos de Wakunaga fue significativamente eficaz en la
recuperacion y mantenimiento de las cantidades de heces y sus condiciones en dietas bajas en
fibra. Adicionalmente aumento las bacterias amigables en el intestino y redujo las patogenas
como la E. Coli. El consumo de B. bifidum (G9-1) redujo la diarrea causada por la lectina. Se
concluye que B. bifidum (G9-1) de los probioticos de Wakunaga son beneficioso para el
mantenimiento de una flora intestinal saludable.”

El estrenimiento causado por una dieta baja en fibra se redujo significativamente y se
normalizd a una poblacion balanceada de bacteria amigable en la flora intestinal.
Adicionalmente, los niveles de amoniaco, colesterol y triglicéridos y otros marcadores
sanguineos mejoraron significativamente. También se recupero el contenido de agua en las
heces a un nivel normal incluso con una dieta baja en fibra. La poblacion de la flora intestinal
se mejoro significativamente también. B. bifidum (G9-1) de los probidticos de Wakunaga es
obviamente benéfico para la salud intestinal.”

Alivia la Flatulencia

Las bacterias de acido lactico han demostrado inhibir el crecimiento de bacterias patogénicas
y su produccion de toxinas y de gases.”™"™* La variacion como produccién y olor pueden
deberse a variaciones en las bacterias residentes en el tracto intestinal.”” Consumir bacterias
con acido lactico puede tener un doble efecto en la produccidon de gases: 1) menos acido
sulfhidrico se produce en un ambiente acidico30 (bacterias amigables producen acido lacticoy
acético, reduciendo el pH del tracto intestinal*®’ y 2) algunas bacterias amigables pueden
alterar la flora preexistente, por lo tanto alterar la produccion y composicion de gases.” Los
antibioticos, al alterar las bacterias intestinales, han demostrado tanto aumentar como
disminuir la produccion de gases.” Un estudio clinico piloto utilizando L. gasseriy B. bifidum
de Wakunaga observé una disminucion en flatulencia en 42% en 15 de 36 sujetos.®

Caracteristicas para que un Probiético sea Efectivo’

Seleccion de cepas ideales

Estabilidad en condiciones normales de exposicion
Capacidad para soportar el acido en el estdbmago
NUmero suficiente para su implantacion
Adherencia de las bacterias al tracto intestinal
Distribucion en todo el tracto intestinal
Recuperacion después de la ingesta oral

Seguridad confirmada
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CARACTERISTICAS ESPECIALES DE LOS PROBIOTICOS WAKUNAGA:
Cepas humanas para adaptacion ideal

La estabilidad de las bacterias de los productos de bacterias del acido lactico varian mucho
dependiendo de los tipos de bacterias que se utilicen, cepas, tecnologia de produccion, etc.
De acuerdo con varios especialistas en el campo de la microbiologia las cepas humanas son una
mejor opcidn para los suplementos que cepas no humanas.”* Por lo tanto, la bacteria del
acido lactico utilizada en los probidticos Wakunaga son cepas humanas que son adecuadas para
la produccion y la supervivencia en el tracto intestinal humano.

No requiere refrigeracion / Estable a temperatura ambiente

Debido a los métodos Unicos de procesamiento que se utilizan en la fabricacion de los
probioticos de Wakunaga las bacterias son estables a temperatura ambiente y no requieren
refrigeracion. Datos de vida util en estanteria recopilados durante mas de tres afos por un
laboratorio independiente han confirmado mas de 109 recuentos de células viables para cada
uno de los probidticos Wakunaga.*** A temperatura ambiente (770F o 250C) cada uno de los
productos de probidticos Wakunaga mantuvo su alto recuento de células viables durante tres
anos (Figuras 15, 16 y 17). L. gassseri ha demostrado conservar su viabilidad hasta por seis anos
a temperatura ambiente de acuerdo con las mediciones tomadas de muestras de estanteria
(Figura 18). Esta estabilidad hace que los probioticos de Wakunaga sean ideales para viajes y
uso diario (Figura 19). (Para que la vida Util sea 6ptima deben evitarse la humedad, altas
temperaturasy la exposicion directa al sol).

Figura 15. Vida Util estanteria tres afos Capsulas Kyo-Dophilus® (77°F / 25°C)
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Figura 16. Vida Util estanteria tres afios Tabletas Kyo-Dophilus® (77°F / 25°C)
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Figura 17. Vida Util estanteria tres afos Tabletas L. gaserri (77°F / 25°C)

1.000.000
0

10.000.000.000

3 6 12 24 36
Tiempo (meses)

Figura 18. Vida Util estanteria 6 afios L. gasseri (77°F / 25°C)
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Figura 19. Comparacion de la estabilidad en diversos productos de probioticos

disponibles en el mercado
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Influencia de la refrigeraciéon en los Probioticos

La humedad mata las células probiédticas en los productos comerciales y reduce su estabilidad
y eficacia de manera significativa. Muchos productos inestables son mantenidos en la nevera
para disminuir su degradacién. Se analizaron 6 probidticos comerciales bajo simulaciones de
consumo diario de acuerdo a la figuras 20, 21, 22. Los resultados muestran que la condensacion
redujo el numero viable de células. La refrigeracion no garantiza la estabilidad de los
probioticos en los productos comerciales que asi lo indican sus etiquetas. Los frascos plasticos
no son ideales para proteger los probiéticos de la humedad. Se encontré que los probidticos de
Wakunaga son los mas estables y puede ser util como lo demuestra su eficacia
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Figura 20. Condiciones de Prueba

Condicion Condicion Tapa Frecuencia |Intervalo de
de cuando el abierta tiempo
Almacenamiento producto se Medida de
saca del células vivas
refrigerador (meses)
4°C 30°C Abierto Repetir 1 mes
65% inmediatamente. | todos
de humedad | Mantener los dias
abierto 5 minutos
4°C 30°C Mantener 1 hora Repetir 1 mes
65% con la tapa todos
de humedad | cerrada. Luego los dias
abrir la tapa
por 5 minutos
4°C 30°C Mantener la Repetir Mes 0, 1,3
65% tapa cerrada todos
de humedad | Por 5 minutos los dias
Figura 21. Resultado (1):
120 O Inicial
H Control de 1 mes
B 1 mes Abierta 1 hora mas tarde
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Figura 22. Resultado (2): Comparativa de control sin abrir
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Capaz de soportar el acido del estomago

Los acidos en un estomago vacio son muy fuertes (pH de 1 a 2) y pocas cepas pueden soportar
estas condiciones extremas por periodos largos de tiempo.’"*** Las cepas lacteas, tales como
L. bulgaricus y S. thermophilus, son menos resistentes al acido que las bacteria lacticas.
Menos de 103/ml Bifidobacterium se encuentran en un estomago vacio. Después de consumir
una comida, el contenido del estomago se vuelve menos acido debido a su dilucion por los
alimentos (pH alrededor de 4) permitiendo la supervivencia de las bacterias.”* Ademas, se ha
encontrado que la disminucion de la acidez después del consumo de alimentos permite que se
doble la poblacién de Bifidobacterium (10*a 10°/ml).® Pruebas de laboratorio independientes
han demostrado que los probidticos Wakunaga pueden mantener su viabilidad con un pH 3.0
durante dos o tres horas (Tabla 5 y Tabla 6).** Por lo tanto, estas bacterias pueden resistir los
acidos del estobmago cuando se ingieren con una comida y llegan a su destino final para
colonizar.

Figura 23. Variaciones de pH en el estomago

Desayuno

Almuerzo

0 1 t ; } } t t t t t t t ; t ; } 2
: ¢ § & g & § & ¢
Tabla 5
Prueba de supervivencia a la acidez de L. gasseri en Kyo-Dophilus® (x 10° cfu/g)
Tiempo (horas) pH 3.5 pH 4.0
0 1.90 1.80
1 2.40 3.30
2 2.20 2.40
3 2.00 2.20

Capsula Kyo-Dophilus® (Lote # 031990 881006)
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Tabla 6

Prueba de supervivencia a la acidez de L. gasseri y Bifidobacterium (Nimero
total de B. bifidum y B. longum) en Kyo-Dophilus® (x 10° CFU/g)

Lactobacillus gasseri

Tiempo (h) Inicial pH 1.0 pH 2.0 pH 3.0 pH 4.0
0 hr 7.8
1 hr <0.0004 | <0.0004 > 4.00 > 4.00
2 hr <0.0004 | <0.0004 > 4.00 > 4.00
Bifidobacterium (NUumero total de B. bifidumy B. longum)
Tiempo (h) Inicial pH 1.0 pH 2.0 pH 3.0 pH 4.0
0 hr 1.40
1 hr 0.000263 | 0.0004 0.14 > 4.00

Capsula Kyo-Dophilus® (Lote # 7A01)

Cantidades suficientes para implantacién

Recuentos de 10° a 10’ bacterias de acido lactico han demostrado ser clinicamente
efectivas.**” Por lo tanto, un minimo de un billon de células vivas de bacterias se debe
consumir para garantizar un resultado deseado. Los probidticos Wakunaga han demostrado
suministrar por lo menos esta cantidad de células vivas después de haber estado a temperatura
ambiente (77°F o 25°C) durante tres afios (Figuras 15 y 16).*** Por lo tanto, un nimero
suficiente de bacterias se proporciona para producir los resultados deseados.

Se adhieren al tracto intestinal

Ademas del producto contener suficientes bacterias para comenzar, la capacidad de las
bacterias para adherirse al tracto intestinal es una caracteristica importante para el maximo
beneficio. Uno de los mecanismos de defensa de las bacterias indigenas contra la invasion de
bacterias patogénicas recae en la buena capacidad de adherencia a los intestinos. De esta
manera evitan que las bacterias patogénas se adhieran. B. bifidumy L. gasseri de Wakunaga
han demostrado una fuerte capacidad de adherencia a la mucosa intestinal y B. bifidum tiene
la mayor capacidad para adherirse (Figura 24).° Bifidobacterium, en general, ha demostrado
adherirse al tracto intestinal de lactantes hasta por 79 dias.*
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Figura 24. Variaciones de pH en el estomago

Numero
de Células

Tipo de
Bacteria 5 10 15 20 25 30 35
1 1 1 1 1 1 1
1hr
B. bifidum 2 hrs
3 hrs
1hr
L. gasseri 2 hrs
3 hrs
1 1 1 1 1
1 2 3 4 5

Numero de bacterias que se adhieren a 1.000 células y tomados dentro de las células

Distribucién a través del tracto intestinal y recuperacion después

de la ingesta

Confirmaciones adicionales de la adherencia de los probidticos Wakunaga al tracto intestinal
son estudios que demuestran su distribucion en todo el tracto intestinal después de consumo
oral y su presencia en las heces después de la interrupcion de su consumo (Figuras 25y 26). La
tasa de recuperacion se determino dividiendo el nimero de bacterias recuperadas por el
numero de bacterias administradas. Para B. bifidum la tasa de recuperacion fue de 111%y para

L.gasserifue de 107%.”

Figura 25. Distribucion de B. bifidum y L. gasseri después de consumo oral

o

Numero de bacterias por
1 gr de o6rgano (log)

9

Honma N. 1986. New Medicines and Clinics. 35(12):2687-95.

m B. bifidum
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Estomago Intestino Ciego Intestino
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Yoneda, K. 1987. Medicine and Pharmacology. 17(6):1529-34.
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Figura 26. Recuperacion de bacterias después de consumo oral
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Produccion de acidos organicos

Se ha demostrado que B. bifidum y L. gasseri en los probidticos Wakunaga producen
cantidades significativas de acidos organicos, particularmente el acido acético y lactico
respectivamente (Figuras 27 y 28).**”" Estos compuestos inhiben el crecimiento de bacterias
patogenas y pueden contribuir al alivio del estreinimiento desde que se comienzan a

consumir.**”"

Figura 27. Acido lactico y acético producido por los probiéticos Wakunaga
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Figura 28. Acidos organicos producidos por los productos que
incluyen L. gasseriy B. bifidum de Wakunaga
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Sin lacteos

Todos nuestros probidticos Wakunaga son libres de leche, suero y otros derivados lacteos para
que sean completamente libres de lacteos. Esto es beneficioso para aquellos que prefieren
evitar los productos lacteos, son alérgicos o de otra manera no pueden tolerar los productos
lacteos.

Seguridad confirmada

La seguridad oral de muchas cepas de bacterias del acido lactico ha sido aceptada después de
una larga historia de uso y exposicion en alimentos tradicionales. 1 Las bacterias acido lacticas
indigenas se cree que son seguras y beneficiosas para la salud humana y por lo tanto no se han
requerido estudios de toxicidad. Sin embargo, las pruebas de toxicidad aguda realizadas en
ratones que recibieron 3.8x10" bacterias por kilogramo de peso corporal durante 10 dias no
revelaron muertes ni toxicidad en los roedores y no se afectd su crecimiento.” Resultados
similares se confirmaron en ratas que recibieron 1/8-2.0 x 10" bacterias/kilogramo de peso
corporal.” Las pruebas de toxicidad subaguda en ratas que consumieron de 1.5 x 10" a 2.1 x
10" de L. gasseri durante 40 dias consecutivos no revelaron muertes ni sintomas téxicos.” Los
estudios clinicos realizados en aproximadamente 300 sujetos no mostraron efectos
secundarios en los sujetos que recibieron probidticos Wakunaga.®’
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Evaluacion de cultivos de probiéticos disponibles comercialmente

'George Weber, “Tim McCann, *Haronobu Amagase
'Georgetown Technology Group, Portland, OR, “Food Product
Laboratory, Portland, OR y *Wakunaga of America Co., Ltd., Mission Viejo, CA

A

2004

Seguridad confirmada

Mas de 20 diferentes productos de cultivos probioticos disponibles comercialmente marcados
para consumo humano fueron analizados para su viabilidad. A pesar de que muchas formas de
cultivos probioticos comerciales afirman tener altas cantidades en el momento de su envase,
encontramos que a menudo son instables, resultando en una pérdida significativa en su
capacidad de recuperacion. En consecuencia, muchas etiquetas no muestran la reduccion
potencial en la viabilidad después que el producto es distribuido o comprado. Idealmente, los
probioticos deben tener cultivos de origen humano, ser estables al calor y excepcionalmente
estables al acido gastrico. Si un producto requiere refrigeracion, es una indicacion que los
cultivos no pueden ser estables a temperatura ambiente. Todas las etiquetas de los probioticos
comerciales deben tener una declaracion que garantice la viabilidad del producto hasta la
fecha de vencimiento y en condiciones de almacenamiento apropiadas. Generalmente se ha
aceptado que un minimo de mil millones (10°) de células vivas de bacterias de acido lactico se
consideran necesarias como una dosis efectiva.

Resultados: Hemos encontrado un cultivo probidtico comercial que contiene nUmero
suficiente de bacterias resistentes a los acidos, estable durante su vida util, necesarias para
los resultados probioticos.

Conclusion: La utilizacion de los métodos publicados de analisis, la viabilidad de recuperacion
de organismos presentes en cultivos de probidticos comerciales se compararon con sus
declaraciones de la etiquetay con raras excepciones, resultaron ser inadecuados.

Comparacion de la estabilidad en diversos productos probiéticos
distribuidos comercialmente
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Influencia de la refrigeraciéon en los productos probioticos

Harunobu Amagase y Nagatoshi Ide
Wakunaga of America Co., Ltd., Mission Viejo, CA

Resumen:

La humedad mata las células de probidticos en los productos probioticos disponibles
comercialmente y reduce la estabilidad y eficacia significativamente. Muchos productos
inestables se mantienen en el refrigerador para disminuir la degradacion. Seis (6) productos
diferentes disponibles comercialmente marcados para consumo humano fueron analizados en
un programa simulado de consumo diario. Todas las muestras que estaban en el refrigerador a
4°C se colocaron a 30°C con una humedad relativa de 60%. Se exponen a esta condicion de
medio ambiente por 5 minutos todos los dias 1) inmediatamente se abre la tapa, 0 2) se abre la
tapa después de una hora de haber estado la tapa cerrada.

Condiciones de Prueba

Condicion Condicion Tapa Frecuencia |Intervalo de
de cuando el abierta tiempo
Almacenamiento producto se Medida de
saca del células vivas
refrigerador (meses)
4°C 30°C Abierto Repetir 1 mes
65% inmediatamente. | todos
de humedad | Mantener los dias
abierto 5 minutos
4°C 30°C Mantener 1 hora Repetir 1 mes
65% con la tapa todos
de humedad | cerrada. Luego los dias
abrir la tapa
por 5 minutos
4°C 30°C Mantener la Repetir Mes 0, 1, 3
65% tapa cerrada todos
de humedad | Por 5 minutos los dias

Resultados:

1. La condensacion reduce el nimero de células viables de probidticos.

2. Las botellas de plastico no son eficaces para proteger los probiéticos de la humedad.

3. Incluso en envase de vidrio, el contenedor debe estar abierto después de que el contenido
logra la temperatura ambiente para que no se condense.

4. El contenido de humedad del producto mismo o de la condensacion es la clave para la
estabilidad de los probioticos. La refrigeracion no ayuda a mantener el niUmero de células
viables que se describe en la etiqueta.
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Resultado (2): Comparativa de control sin abrir

Porcentaje

Conclusiones:
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La utilizacion de los métodos publicados de analisis, viabilidad y recuperacion de los
organismos presentes en los cultivos probidticos comerciales fueron comparados con su
estabilidad en el refrigerador y diferentes recipientes con la ingesta diaria simulada por los
consumidores y, con raras excepciones, se encontrd que fueron inadecuados e inestables.
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Efectos de los probiéticos en la produccion de
citoquina inducida por la endotoxina

Dwight M Nance y G. Luzcy-Bachman.
Samueli Center para Medicina Integral, UCI School of Medicine.
NEUROSCIENCE  Orange, CA

2007

Antecedentes: Introduccion

Los animales libres de gérmenes han demostrado un rol para microbiotas intestinales en la
regulacion del sistema inmune. Las enfermedades inflamatorias, como colon irritable, estan
asociadas con alteraciones en la microflora y cambios inducidos por la dieta en la composicion
microbiana del intestino han demostrado un valor terapéutico del Sindrome de Colon Irritable y
otras enfermedades inflamatorias. Las citoquinas inflamatorias median estas enfermedades
inflamatorias y terapias actuales estan enfocadas en estos mediadores de la inflamacion. Los
probioticos son bacterias del acido lactico y son un componente com(n de los productos como el
yogurt y han demostrado atenuar la inflamacion en modelos de enfermedad inflamatoria cronica.
Examinamos los efectos de siete dias de tratamiento con una mezcla de 3 bacterias probidticas en
el plasma y los niveles de citocinas inflamatorias esplénicas después de la exposicion a
endotoxinas

Métodos y materiales:

Bacterias probidticas (Kyo-Dophilus; K-D) consistieron de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidumy Bifidobacterium longum. En el primer estudio, las ratas macho adultas
recibieron mil millones de bacterias por dia de vehiculo (fécula de papa) por sonda.
Posteriormente se inyectaron a las ratas por via intravenosa 10 mg de LPS o solucion salina y
plasma y los niveles de citoquinas esplénicas para TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y y corticosterona del
plasma se evaluaron durante dos horas después de las inyecciones.

Resultados:

No se observaron efectos significativos en el tratamiento sobre los niveles de citocina esplénica. En
ausencia de estimulacion con LPS, las ratas alimentadas con K-D mostraron un aumento en los
niveles IL-6 esplénicos en relacion con los controles del vehiculo; sin embargo, los niveles de IL-6
esplénicos inducidos por LPS observados en el grupo de control fueron atenuados en el grupo
alimentado con K-D. Aunque el tratamiento con LPS produjo un aumento moderado en los niveles
esplénicos de INF-y en los controles, los niveles esplénicos de INF-y aumentaron alin mas en el
grupo alimentado con K-D. Se observo una tendencia del tratamiento K-D para reducir los niveles
de corticosterona en plasma. En un segundo estudio analizamos los efectos de 7 dias de
tratamiento con 2 mil millones de bacterias/dia o vehiculo en la produccion de citoquina 2 horas
después de una inyeccion i.p. de 25 ug LPS. Encontramos que el tratamiento K-D produjo una
disminucion significativa tanto en plasma como en niveles esplénicos de IL-6 inducido por LPS y de
IFN-y en relacién con los controles tratamos con vehiculo. Los niveles en plasma y bazo de TNF-a
fueron inferiores en el grupo tratado con K-D.

Conclusiones:
Estos datos preliminares indican que dependiendo de la via de administracion de la endotoxina,

K pueden demostrarse efectos inmunoestimulantes y antiinflamatorios de los probioticos K-D.
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THE PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN

BIOLOGICAL &
PHARMACEUTICAL BULLETIN Q}’.}

Administracién oral de Bifidobacterium bifidum G9-1 supresion total y
antigeno especifico de la produccion de inmunoglobulina E.

Antecedentes:

Estudios recientes han sugerido que la bacterioterapia oral con probioticos podria ser Gtil en el
tratamiento de las enfermedades alérgicas. Se investigo el efecto de la administracion oral de
Bifidobacterium bifidum G9-1 (BBG9-1), que se encuentra en la marca Kyo-Dophilus®, en
produccion de inmunoglobulina (lg).

Métodos y materiales:
BBG9-1 viva se administré oralmente a los modelos por 2 semanas desde la semana 1 antes de
inmunizacion ovoalbumina (OVA).

Resultados:

El tratamiento con BBG9-1 redujo significativamente el nivel total de IgE en plasma (Figura 1).
Ademas, BBG9-1 significativamente redujo el nivel en plasma de OVA-especifico sin disminuir
la IgG1 especificay aumentar la IgG2a especifica (Figura 2). También se examind a produccion
de citocinas del tipo T (Th) 1y Th2 auxiliar a partir de los esplenocitos inmunizados con OVA
por estimulacién con OVA in vitro. Las producciones de interferona (IFN)-y, de interleucina
(IL)-4 e IL-5 de los esplenocitos de los modelos a quienes se les administré BBG9-1 fueron
inferiores que las de los modelos de control (Figura 3).

Figura 1. Efecto de la administracion oral de BBG9-1 en el nivel total
de IgE en plasma
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** Significancia estadistica de la diferencia del grupo control p<0.05, p<0.01, respectivamente
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Conclusion:
Se concluye que la administracion oral de BBG9-1 de forma selectiva y potente suprime la

produccion de IgE especificas y antigenos en modelos. Se sugiere que BBG9-14 es (til para el
tratamiento profilactico en enfermedades alérgicas dependientes de la IgE.
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Figura 2. Efecto de la administracion oral de BBG9-1 en los niveles en plasma
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