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AIMS: Ethanol is a strong pro-oxidant that causes cellular oxidative stress and damage, and it 
has a disruptive effect on cognitive abilities that can be caused by tissue damage. In this study, 
the tissue effects of ethanol alone and along with probiotic consumption were investigated 
on parts of the gray and white matter of the brain that are located in the vicinity of the lateral 
ventricles.
MATERIALS AND METHODS: This experimental and case-control study was performed in the 
Physiology Research Laboratory of Islamic Azad University of Arak, Iran. 32 male wistar large 
rats (12 weeks) with an average weight of 250-300 grams were randomly divided into four 
groups of eight: (I) Negative control group: Mice were nasogastric tubed with only one milli-
liter of phosphate buffer, (II) Probiotic group: 109cfu/ml lactobacillus casei were nasogastric 
tubed for two months, (III) ethanol receiving group: ethanol at a concentration of 2g/kg, in-
jected intraperitoneally for 30 minutes daily, (IV): probiotic-ethanol group: initially probiotic  
109cfu/ml lactobacilli casei was nasogastric tubed for two months and ethanol injection at 
a concentration of 2g/kg was performed simultaneously in the last five days of the period. 
Histopathological study and analysis were performed using the H&E staining technique after 
sacrificing mice. Prism-GraphPad 9 software was used to analyze the data and charts. Groups 
were compared by one-side ANOVA and Tukey test was used to determine the differences be-
tween each group.
FINDINGS: The microscopic study showed observable pathological changes in the ethanol 
group (p<0.01). This group showed the highest injury due to vasogenic edema with Vir-
chow-Robin space tension, hydrostatic edema, central chromatolysis, ischemic neuronal in-
jury, and glial cell accumulation compared to the negative control group (p<0.0001). Tissue 
injury in the ethanol-probiotic group was15 to 25% reduced compared to the ethanol group 
(p<0.01). Healthy groups that receiving only probiotics had a healthy tissue pattern.
CONCLUSION: Probiotic supplement compensates for ethanol-induced tissue injury in the cor-
tical and subcortical regions adjacent to the brainstem.
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Introduction
Ethanol is a very strong pro-oxidant that causes 
cellular oxidative damage, and most of its 
dangerous effects are attributed to acetaldehyde 
[1]. ... [2, 3]. Alcohol addiction is usually one of 
the most challenging cases that traffic police 
and police headquarter deal it. Many criminal 
behaviors occur while intoxicated [4]. ... [5]. 
Evidence shows that ethanol exerts its effects on 
the nervous system by direct or indirect effects 
on various neurotransmitter systems, especially 
acetylcholine, dopamine, Gabapentin, glutamate, 
and amino acid neurotransmitters [6]. ... [7-9]. 
Probiotics are live microorganisms that prevent 
several harmful effects of neurodegeneration 
such as neurotransmitter depletion, chronic 
inflammation, oxidative stress, and programmed 
cell death [10]. Research findings show that the 
effect of probiotics on improving memory in 
behavioral tests and its prescription does not 
affect synaptic activity [11]. Also, the significance 
of the predictive power of probiotic consumption 
to reduce depression does not apply to anxiety 
[12].

Aim (s)
The present study was designed to investigate the 
variant effect of probiotics as a food supplement, 
which is effective in improving neural activities in 
previous studies [10], on white and gray matter 
damage caused by ethanol in the brain of male 
rats.

Research Type
This is an experimental and case-control study.

Research Society & Place
Male Wistar rats were used in this study, which was 
conducted in the Physiology Research Laboratory 
of Arak, Iran Islamic Azad University.

Sampling Method & Number
The sample size was based on the formula for 
determining the number of samples in case-
control experimental studies, and 32 adult mice 
(12 weeks ) with an average weight of 250-300 
grams were selected. The samples were randomly 
divided into four groups of eight. 1) Negative 
control group in which mice were gavaged with 
only one milliliter of phosphate buffer for two 
months. 2) Probiotic group in which Lactobacillus 
casei with a concentration of 10⁹cfu/ml was gavage 
for two months. 3) In The group receiving ethanol 
that one milliliter of phosphate buffer was gavage 
for two months and ethanol (2g/kg) was injected 
intraperitoneally every day during the last five days 
of the period. 4) Probiotic-ethanol group, which 

was initially gavage with Lactobacillus casei with 
a concentration of 10⁹cfu/ml for two months, and 
ethanol injection was performed simultaneously 
on the last five days of the probiotic gavage period.

Used Devices & Materials
The tool used in this research was a histological 
and tissue staining set. The probiotics used in this 
study were prepared by a biotechnology company 
(Takgene- group) and were guaranteed to contain 
at least 1 CFU/ml ×10⁹ Lactobacillus casei.

Methods
All groups were intervened at the same time (at 
eight o’clock in the morning every day) on all 
days for two months so that groups (I) and (III) 
received phosphate buffer and groups (II) and (IV) 
received probiotics. In addition, in groups (III) and 
(IV), ethanol was injected every day on the same 
day in the last five days of this period. In all groups, 
at 20:00 on the last day of the intervention, the 
animals were anesthetized and sacrificed, and 
subjected to histopathological study. To perform 
histological studies in the target areas, cardiac 
perfusion was performed after half of the animals 
in each group were anesthetized with a mixture of 
ketamine hydrochloride (50mg/kg) and xylazine 
(5mg/kg). After the completion of perfusion, 
the brain was carefully removed from the skull, 
and after removing the brain, it was placed in 
containers containing 10% formalin to fix the 
sample. Then the sample was cut and the prepared 
cut was placed inside the cassette or basket and 
the lid was closed and placed inside the special 
basket of the PROCESSOR device. The time was set 
to be 18 hours in the machine to fix the sample, 
dehydrate and clarify. This device included 12 
containers, two formalin, six alcohol 50-100, and 
two xylol containers, and finally, two containers 
containing 60-degree paraffin (because paraffin 
hardens the sample at a temperature above 65 
degrees and a temperature lower than 60 not melt 
grade). After the PROCESSOR finished working, the 
samples were removed from the machine and the 
blocking process started. At first, the containers 
intended for pouring paraffin were placed on the 
HOT PLATE device to heat the containers and bring 
them to the same temperature as the sample. Then, 
using a DISPENSER device, paraffin was poured 
into metal containers. The lid of the cassettes was 
opened and with the help of tweezers we put the 
sample in the container containing paraffin and 
the lid was closed. In this way, the blocks were 
prepared and ready to be cut. Sectioning of brain 
tissues containing black and white brain matter 
around the lateral ventricles was done according 
to the Paxinos and Watson atlas. The samples 
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were cut using a microtome. After preparing 
the main cut, we put it in a hot water bath and 
removed it from the surface of the water using a 
slide. Then, the slide containing the section of the 
desired sample was placed in a special basket for 
staining. In the next step, we first put the slides in 
a 100-degree oven for 15 to 20 minutes to melt 
the excess paraffin and remove it from the sample. 
In the next step, we placed the samples in Xylenol 
to completely remove the excess paraffin from 
the samples (deparaffinization step). Then the 
samples were dried and placed in 70% alcohol 
for six minutes. In the next step, washing with 
distilled water was done, then they were placed in 
hematoxylin dye for 6 minutes. Then washing was 
done and in the next step, it was placed in eosin dye 
for 6 minutes. Then washing was done and then it 
was placed in 70% alcohol and then 90% alcohol 
thus the slides were prepared and microscopic 
images were taken with an optical microscope 
(Japan Olympus-BH2) and pathological markers 
were observed under the optical microscope.

Ethical Permissions
The method of this research was approved by 
the Medical Ethics Committee of Arak, Iran Azad 
University with code IR.IAU.ARAK.REC.1399.009.

Statistical Analysis
The analysis of the results was done based on the 
qualitative changes in the brain matters and the 
comparison of the sections of the experimental 
groups in terms of cell ischemia, vasogenic 
and hydrostatic parameters, and the typical 
microscopic slides were qualitatively compared. 

To compare the matter sections in terms of the 
amount and type of lesions, the scoring method 
was used by including zero (no damage) to four 
(maximum damage) and calculating the average 
damage in each group. Prism-GraphPad 9 software 
was used to analyze data and draw graphs. The 
comparison of groups was done with a one-
way analysis of variance. Tukey’s post-test was 
also used to determine the difference between 
each group. p value<0.05 was considered as the 
criterion of the significance level of difference 
between groups.

Finding By Text
Microscopic examinations in the group receiving 
pure ethanol showed numerous pathological 
changes. Vasogenic edema, which could be seen 
with the strong expansion of the Virchow-Robin 
spaces as shown in Figure 1, this pathological 
change was caused by the effects of ethanol in 
the blood/brain barrier, and by increasing the 
intracranial pressure and reducing the blood supply 
to the neuronal cells, which are very sensitive to 
lack of oxygen and it leads to Cell damage changes. 
The difference between experimental groups 
in terms of vasogenic edema was significant 
(Figure 1); So the ethanol group showed the most 
damage compared to the negative control group 
(p<0.0001), while probiotic consumption reduced 
this damage compared to the ethanol group 
(p<0.01). Hydrostatic edema, which occurred 
due to the inflammation of nerve tissue and the 
blockage of the flow of cerebrospinal fluid in the 
cerebral ventricles, was visible as edema in the 
periphery of the cerebral ventricles (Figure 1). 

Chart 1) Comparison between experimental groups in terms of vasogenic with each other.  
The ethanol group showed the highest damage compared to the negative control group (P<0.0001), 

 probiotic consumption did not reduce this difference but reduced this damage compared to
 the ethanol group (P<0.01). Score shows the amount of waste observed in each sample.
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Figure 1) Brain tissue of the healthy control group in which  
the cells of the nerve tissue have a healthy pattern.

Also, the statistical comparison showed a 
significant difference between the ethanol 
group and the negative control group in terms 
of this injury (p<0.0001). Probiotic was able to 
reduce the significant difference in the damage 
caused by ethanol with the negative control 
group (p<0.0001). The results of this statistical 
comparison are shown in chart 2. Central 
chromatolysis in brain neurons was visible in the 
form of cell swelling, moving the nucleus to the cell 
periphery, and scattering of Nissl bodies (Figure 
1). Neuronal ischemic damage was caused by 

blood supply disruption and caused a significant 
difference in this respect between the ethanol 
group and the negative control group (p<0.0001), 
although the use of probiotics along with ethanol 
could not compensate for this damage compared 
to the negative control group. But it caused a 
significant decrease in this regard compared to the 
ethanol group (p<0.01) (Chart 3). 
In these pathological changes, the neuronal cells 
were shriveled in a triangular shape with pyknosis 
nuclei that lost their central polarity in the cell 
cytoplasm (Figures 1 and 2). 
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Chart 2)- Statistical comparison of hydrostatic 
edema between experimental groups. The 

ethanol group showed a significant difference in 
terms of this damage compared to the negative 
control group (P<0.0001).  Probiotics were able 
to reduce this significant difference in ethanol-

induced damage with some negative control 
group (P<0.001).  Score shows the amount of 

waste observed in each sample.

Chart 3) Comparison of cellular ischemia between 
different experimental groups.  Ethanol use 

caused a significant difference in terms of this 
damage between the ethanol and negative control 

groups (P<0.0001). But ethanol group had a 
significant decrease in this regard (P<0.01). The 
score indicates the amount of waste observed in 

each sample.
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Figure 2) Ischemic cells undergo necrosis. Vasogenic edema 
is evident and indicated by the arrow (magnification 40%). 
Severe hydrostatic swelling is visible at the margins of the 

brain ventricles (magnification 20%).

Figure 3) In the ethanol-probiotic group, the changes 
decreased by about 20% compared to the ethanol group

Following the spread of nerve tissue damage, 
the accumulation of glial cells was another 
pathological finding that indicated the extreme 
damage of nerve tissue under the influence of pure 
ethanol (Figure 3). In the group receiving ethanol 
along with probiotics, the changes were reduced 
by 15-25% compared to the group receiving 
pure ethanol, and the healthy groups and only 
probiotics had a healthy tissue pattern (Figure 4).

Main Comparison To The Similar Studies
The healing effects of the probiotic on brain tissue 
are likely due to its ability to protect against 
ethanol-induced cellular damage and oxidative 
stress [13]. The difference between the ethanol 
and probiotic-ethanol groups may be due to the 
changes that ethanol has made in the brain tissue, 
especially around the lateral ventricles. Ethanol 
has led to cell damage by increasing intracranial 
pressure and reducing blood flow to hypoxia-
sensitive nerve cells. Ischemic neuron damage is 
caused by blood flow disorder. The formation of 

significant amounts of brain acetaldehyde in vivo 
after ethanol consumption and its mechanism is 
not clearly defined, although catalase is a promising 
candidate [14]. Dendritic and synaptic changes 
have been documented in alcoholics, which 
receptor and transmitter changes, may explain 
the functional changes and cognitive deficits that 
result from more strong structural changes [15]. 
Based on the review of valid databases, this is 
probably the first study that investigated the effect 
of probiotics on the above tissue parameters in the 
acute ethanol administration model and based on 
the authors’ review, there was no similar research 
to compare the results. But it is possible to analyze 
the effect of probiotics on the side effects of 
ethanol that indirectly lead to tissue changes in the 
brain. ... [16]. Probiotics reduce oxidative stress in 
alcohol-fed rodents. There is a possibility that this 
may be due in part to reduced CYP2E1 expression, 
another study showed that this finding may be the 
result of the healing of intestinal dysbiosis caused 
by alcohol (and oxidative stress), as it has been 
shown the case for probiotics and LactobacillusGG 
[17]. ... [18-24].

Figure 4) Microscopic view of brain tissue of ethanol-probiotic 
group. Hematoxylin/eosin staining and 40% magnification.
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Suggestions
It is suggested to investigate the effect of nutritional 
supplements of other valuable probiotic strains on 
brain damage caused by ethanol. Also, the effect of 
the probiotic and prebiotic combination on brain 
poisoning caused by ethanol and other models of 
brain poisoning are studied.

Limitations
The limitations of the current research were 
mainly related to the unavailability of the studied 
probiotics. Also, due to the time limitation in the 
use of laboratory facilities, only the model of acute 
poisoning caused by ethanol was investigated.

Conclusions
Acute ethanol injection can cause visible 
pathological changes in the brain tissue, including 
vasogenic edema with strong expansion of the 
Virchow-Robin space, hydrostatic edema caused 
by (swelling or inflammation?) of nerve tissue, and 
(obstruction or blockage?) of cerebrospinal fluid 
flow in cerebral ventricles, central chromatolysis 
and ischemic neuronal damage. It follows 
disruption in blood supply and the accumulation of 
glial cells. A probiotic supplement can compensate 
for the tissue damage caused by ethanol in 
cortical and subcortical areas adjacent to cerebral 
ventricles. It appears that probiotics can exert 
their preventive pathways against alcohol toxicity 
through biochemical and microflora changes that 
improve brain tissue.

Clinical & Practical Tips in Police Medicine
The use of ethanol causes damage to the white 
and gray matter of the brain and it is necessary to 
apply controls against its abuse. The consumption 
of probiotic food supplements in people under 
observation or control who suffered from ethanol 
abuse for any reason can have a compensatory and 
reducing effect on the damage of white and gray 
matter in the brain caused by it.
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نشریه طب انتظامی

دسترسی آزادمقاله اصیل

اثر مصرف مکمل غذایی پروبیوتیک بر آسیب ماده سفید و 
خاکستری مغز ناشی از اتانول در موش‌های صحرایی نر نژاد ویستار 

Copyright © 2022, Journal of Police Medicine | This open access article is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License

چکیده

اهداف: اتانول یک پیش‌اکسیدان قوی است که باعث استرس و آسیب اکسیداتیو سلولی می‌شود و دارای اثر مختل‌کننده 
توانایی‌های شناختی است که می‌تواند ناشی از آسیب بافتی باشد. در این مطالعه، اثرات بافتی اتانول به تنهایی و همراه 
با مصرف پروبیوتیک بر بخش‌هایی از ماده خاکستری و سفید مغز که در مجاورت بطن‌های جانبی قرار دارند، مورد بررسی 

قرار گرفت.
مواد و روش‌ها: این مطالعه تجربی و به مورد-شاهدی در آزمایشگاه تحقیقات فیزیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی اراک انجام 
به چهار  به صورت تصادفی  گرم،   250-300 وزن متوسط  با  )12 هفته(  بزرگسال  نژاد ویستار  نر  شد. 32 موش صحرایی 
گروه هشت‌تایی تقسیم شدند: )I( گروه کنترل منفی: موش‌ها فقط با یک میلی‌لیتر بافر فسفات گاواژ شدند، )II( گروه 
پروبیوتیک: توسط cfu/ml 9 10 لاکتوباسیلوس کازئی به مدت دو ماه گاواژ شدند، )III( گروه دریافت‌کننده اتانول: اتانول 
با غلظت دو گرم در کیلوگرم، روزانه 30 دقیقه به روش داخل صفاقی تزریق شد، )IV(: گروه پروبیوتیک-اتانول: در ابتدا 
پروبیوتیک cfu/ml 9 10 لاکتوباسیلوس کازئی به مدت دو ماه گاواژ شد و تزریق اتانول با غلظت دو گرم در کیلوگرم در 
 H&E پنج روز آخر دوره، هم‌زمان انجام شد. مطالعه هیستوپاتولوژیک و تجزیه و تحلیل آن با استفاده از تکنیک رنگ‌آمیزی
پس از قربانی‌شدن موش‌ها انجام شد. جهت تحلیل داده‌ها و ترسیم نمودارها از نرم‌افزار Prism-GraphPad 9 استفاده 
شد. مقایسه گروه‌ها با آزمون آماری آنالیزواریانس یک طرفه انجام شد و از پس‌آزمون توکی )Tukey test( جهت تعیین 

تفاوت بین هر یک ازگروه‌ها با یکدیگر نیز استفاده شد.
یافته‌ها: مطالعه میکروسکوپی تغییرات پاتولوژیک قابل مشاهده در گروه اتانول را نشان داد )p>0/01(. این گروه بیشترین 
آسیب ناشی از ادم وازوژنیک همراه با کشش فضای ویرشو-رابین، ادم هیدروستاتیک، کروماتولیز مرکزی، آسیب ایسکمیک 
نورونی و و تجمع سلول‌های گلیالی را در مقایسه باگروه کنترل منفی نشان داد )p>0/0001(. در گروه اتانول-پروبیوتیک، 
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مقدمه
اتانــول یــک پیش‌اکســیدان بســیار قــوی اســت کــه باعــث آســیب 
ــه  ــاک آن ب ــرات خطرن ــتر اث ــود و بیش ــلولی می‌ش ــیداتیو س اکس
اســتالدئید نســبت داده می‌شــود ]1[. متابولیســم و ســم‌زدایی 
ــیون  ــا اکسیداس ــیون، ب ــای اکسیداس ــری واکنش‌ه ــک س ــا ی ب
ــاز  ــکل دهیدروژن ــط ال ــتالدئید توس ــه اس ــول ب ــت‌پذیر اتان برگش
)CYP2E1 ،)ADH و کاتــالاز آغــاز می‌شــود. میــزان متابولیســم 
ــت  ــرا متابولی ــت، زی ــی اس ــمیت آن حیات ــن س ــول در تعیی اتان
الــکل می‌توانــد  الــکل اســتالدئید بســیار ســمی اســت ]2[. 
مســیرهای ســیگنالینگ داخل‌ســلولی را تحریــک کنــد کــه باعــث 
ــرگ ســلولی  ــت م ــی و در نهای ــای ســیتوکین‌های پیش‌التهاب الق
می‌شــود. ایــن تحریــک ممکــن اســت از طریــق افزایــش ســطح 
اندوســتاتین انجــام شــود. اتانــول ممکــن اســت از طریــق کاهــش 

بیــان VEGF باعــث آســیب معــده شــود ]3[.
اعتیــاد بــه الــکل معمــولًا یکــی از پرچالش‌تریــن 
ــروی  ــای نی ــایر بخش‌ه ــور و س ــس راه ــه پلی ــت ک ــواردی اس م
انتظامــی بــا آن روبــه‌رو هســتند. بســیاری از رفتارهــای مجرمانــه 
در حیــن وضعیــت مســتی رخ می‌دهنــد ]4[. آســیب مغــزی بــر 
اثــر مصــرف الــکل می‌توانــد بــه طــور مســتقیم یــا غیرمســتقیم 
ــل از  ــوءتغذیه حاص ــد. س ــکل باش ــرف ال ــوارض مص ــی از ع ناش
مصــرف الــکل هــم ســبب می‌شــود کــه حــدود 80 درصــد 
الکلی‌هــا دچــار کمبــود ویتامیــن B1 شــوند. اتانــول تأثیــر مخربی 
در یادگیــری و حافظــه فضایــی دارد کــه بــه ســاختار بخش‌هــای 
مختلــف مغــز ازجملــه لــوب گیجگاهــی )هیپوکامــپ(، آهیانــه و 
پیشــانی وابســته اســت. اتانــول از نوروژنــز هیپوکامــپ و فعالیــت 

ــد ]5[. ــری می‌کن ــز جلوگی ــی در مغ عصب
ــرات  ــول اث ــه اتان ــد ک شــواهد موجــود نشــان می‌دهن
خــود روی سیســتم عصبــی را بــا تأثیر مســتقیم یا غیرمســتقیمی 
کــه روی سیســتم‌های نوروترانســمیتری مختلــف بــه ویــژه 
ــی  ــور کل ــه ط ــات و ب ــا، گلوتام ــن، گاب ــن، دوپامی ــتیل کولی اس
ــد  ــال می‌نمای ــذارد، اعم ــیدی می‌گ ــمیترهای آمینواس نوروترانس
بــا  تشخیص‌داده‌شــده  افــراد  در  نوروپاتیــک  تغییرهــای   .]6[
ــت دادن  ــز، از دس ــر مغ ــی قش ــامل آتروف ــی، ش ــل الکل زوال عق
ــت ]7[.  ــی اس ــای جانب ــی بطن‌ه ــز و بزرگ ــر مغ ــای قش نورون‌ه
بــه طــور معمــول، تخریــب و دمیلینه‌شــدن آکســون، احتمــالًا بــه 
ــن  ــر اعصــاب اســت. همچنی ــول ب ــر نوروتوکســیک اتان ــت اث عل
ــزی  ــزی و خونری ــکتهٔ مغ ــر س ــش خط ــا افزای ــکل ب ــرف ال مص
ــه  ــد ک ــان می‌ده ــواهد نش ــت ]8[. ش ــراه اس ــاب‌آراکنوئید هم س
متابولیســم اتانــول و ســیگنالینگ ســلولی ناشــی از اســتالدئید در 
اختــال عملکــرد ســد روده ناشــی از اتانــول نقــش دارنــد. ارتبــاط 
ــق محــور  ــزی از طری ــی مرک ــا سیســتم عصب مجــاری گوارشــی ب
ــت.  ــاب اس ــداری اعص ــعه و نگه ــرای توس ــی ب ــز-روده عامل مغ
ــز-روده  ــور مغــ ــق محــ ــد از طریــ ــای روده می‌توان میکروبیوتــ
موجــــب بهبــود اختـلالات عصبـی ماننـــد اوتیسـم، پارکینسـون 

و آلزایمـــر شـوند ]9[.
پروبیوتیک‌هــا میکروارگانیســم‌های زنــده‌ای هســتند 
کــه وقتــی بــه مقــدار کافــی تجویــز شــوند، بــرای میزبــان مفیــد 

هســتند. پروبیوتیک‌هــا از تعــدادی از اثــرات مضــر تحلیــل 
ــمیتر،  ــطح نوروترانس ــش س ــر کاه ــی نظی ــتم عصب ــن سیس رفت
مــرگ  و  اکســیداتیو  اســترس  مزمــن،  التهاب‌هــای 
]10[. یافته‌هــای  برنامه‌ریزی‌شــده ســلول جلوگیــری می‌کننــد 
تحقیقــی در زمینــه اثــر مکمــل پروبیوتیــک بــه صــورت گاواژ بــر 
ــول  ــده اتان ــات دریافت‌کنن اختــال یادگیــری و حافظــه در حیوان
بیانگــر ایــن بــود کــه علیرغــم اثــر پروبیوتیــک بــر بهبــود حافظــه 
ــر فعالیــت سیناپســی  ــز آن اثــری ب در آزمایشــات رفتــاری، تجوی
ــرف  ــر مص ــه اث ــه‌ای در زمین ــل از مطالع ــج حاص ــدارد ]11[. نتای ن
ــی افســردگی و اضطــراب نشــان  ــالات روان ــر اخت ــک ب پروبیوتی
ــرف  ــن مص ــف بی ــد ضعی ــاداری هرچن ــه معن ــه رابط ــد ک می‌ده
پروبیوتیــک بــا بهبــود افســردگی و اضطــراب وجــود دارد. بــا 
وجــود معنــاداری قــدرت پیش‌بینی‌کنندگــی بــر اســاس مصــرف 
ــرای کاهــش افســردگی، ایــن موضــوع در مــورد  پروبیوتیک‌هــا ب
ــادار  ــاری معن ــر آم ــه از نظ ــن رابط ــرد و ای ــدق نک ــراب ص اضط
ــا  ــرف پروبیوتیک‌ه ــه مص ــت ک ــده اس ــری ش ــوده و نتیجه‌گی نب
احتمــالًا دارای اثــرات مفیــد در ارتبــاط بــا افســردگی و اضطــراب 
ــگیری و  ــا در پیش ــرات پروبیوتیک‌ه ــورد اث ــد در م ــت. هرچن اس
درمــان بیماری‌هــای مختلــف عمومــی ازجملــه بیماری‌هــای 
ــی بســیاری انجــام  گوارشــی، پژوهش‌هــا و کارآزمایی‌هــای بالین
ــر  ــا را ب ــرات آنه ــا مطالعــات معــدودی اث ــی تنه شــده اســت، ول
ــن  ــد. ای ــرار داده‌ان ــی ق ــورد بررس ــناختی م ــای روان‌ش بیماری‌ه
مطالعــات در مــورد اثــر پروبیوتیک‌هــا بــر مغــز هنــوز در ابتــدای 
ــان  ــر، مدت‌زم ــت مؤث ــی، غلظ ــن کارای ــرای تعیی ــتند و ب راه هس
ــرای اثرگــذاری بافتــی ســویه‌های مختلــف پروبیوتیک‌هــا،  لازم ب
ــه‌ای  ــون، مطالع ــت ]12[. تاکن ــتری اس ــات بیش ــه مطالع ــاز ب نی
ــدل مســمومیت  ــک را در م ــی مصــرف پروبیوتی ــرات بافت ــه اث ک
مغــزی بــا اتانــول، مــورد بررســی قــرار داده باشــد، صــورت نگرفتــه 
ــویه‌ای  ــر س ــی اث ــت بررس ــر جه ــه حاض ــن‌رو مطالع ــت. از ای اس
ــر  ــودن آن ب ــه مؤثرب ــل غذایی،ک ــوان مکم ــه عن ــا ب پروبیوتیک‌ه
ــان داده  ــته نش ــات گذش ــی در مطالع ــای عصب ــود فعالیت‌ه بهب
شــده اســت ]10[، برآســیب بافتــی ناشــی از اتانــول در مــاده ســفید 

ــد. ــی ش ــر، طراح ــی ن ــای صحرای ــز موش‌ه ــتری مغ و خاکس

مواد و روش‌ها
ــات  ــی و مورد-شــاهدی در آزمایشــگاه تحقیق ــه تجرب ــن مطالع ای
فیزیولــوژی دانشــگاه آزاد اســامی اراک انجــام شــد. در ایــن 
ــژاد ویســتار بزرگســال )12  ــر ن ــی ن مطالعــه، از 32 مــوش صحرای
ــرآورد  ــد. ب ــتفاده ش ــرم اس ــط 300-250 گ ــا وزن متوس ــه( ب هفت
حجــم نمونــه بــر اســاس فرمــول تعییــن تعــداد نمونــه در 
مطالعــات تجربــی از نــوع مورد-شــاهدی انجــام گرفــت. موش‌هــا 
در دمــای 2±22 درجــه ســانتی‌گراد نگهــداری شــدند و حــدود 
ــظ  ــاعت( حف ــنایی/تاریکی 12-12 )س ــت و روش ــد رطوب 45 درص
شــد و دسترســی بــه آب و مــواد غذایــی اســتاندارد محــدود 
نشــد. ابــزار مــورد اســتفاده در ایــن تحقیــق، ســت بافت‌شناســی 
ــتفاده در  ــورد اس ــای م ــود. پروبیوتیک‌ه ــی ب ــزی بافت و رنگ‌آمی
Takgene-( ایــن مطالعــه توســط یــک شــرکت زیســت‌فناور
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 zist( تهیــه شــدند کــه به‌طــور تضمین‌شــده حــاوی حداقــل
cfu/ml 1 × 109 لاکتوباســیلوس کازئــی بودنــد. نمونه‌هــا بــه 
ــدند. ــیم ش ــت‌تایی تقس ــروه هش ــار گ ــه چه ــی ب ــورت تصادف ص

(I)	  گــروه کنتــرل منفــی )-CTRL(: موش‌هــا فقــط 
ــه مــدت دو  ــر فســفات ب ــر باف ــک میلی‌لیت ــا ی ب

مــاه گاواژ شــدند.
(I I)	 ــا ــی ب ــیلوس کازئ ــک: لاکتوباس ــروه پروبیوتی  گ

ــد.  ــاه گاواژ ش ــدت دو م ــه م ــت cfu/ml 109 ب غلظ
(III)	 گــروه دریافت‌کننــده اتانــول: یــک میلی‌لیتــر 

ــده و  ــاه گاواژ ش ــدت دو م ــه م ــفات ب ــر فس باف
ــر  ــج روز آخ ــرم( در پن ــرم در کیلوگ ــول )2 گ اتان
دوره، هــر روز بــه صــورت داخــل صفاقــی تزریــق 

شــد.
(IV)	 ابتــدا در  پروبیوتیک-اتانــول:  گــروه   

 109 cfu/ml ــا غلظــت ــی ب لاکتوباســیلوس کازئ
بــه مــدت دو مــاه گاواژ شــد و تزریــق اتانــول در 
پنــج روز آخــر دوره گاواژ پروبیوتیــک به‌طــور 

شــد.  انجــام  هم‌زمــان 
ــک  ــول ی ــای ط ــام روزه ــا در تم ــی گروه‌ه ــن تمام بنابرای
ــر روز(  ــح ه ــت صب ــاعت هش ــم )س ــان باه ــه هم‌زم دوره دوماه
 )III( و )I( ــه طــوری کــه گــروه ــد، ب ــرار گرفتن ــه ق مــورد مداخل
دریافــت  پروبیوتیــک   )IV( و   )II( وگروه‌هــای  بافرفســفات 
ــول در  ــای )III( و )IV( اتان ــن، در گروه‌ه ــر ای ــاوه ب ــد. ع کردن
پنــج روز آخــر ایــن دوره، هــر روز در همــان روز تزریــق شــد. 
ــات  ــه، حیوان ــن روز مداخل ــاعت 20 آخری ــا س ــی گروه‌ه در تمام
ــتوپاتولوژیک  ــه هیس ــت مطالع ــدند و تح ــی ش ــوش و قربان بیه

ــد. ــرار گرفتن ق
بــرای انجــام مطالعــات بافت‌شناســی در نواحــی مــورد نظــر، 
ــی از  ــا مخلوط ــروه ب ــر گ ــات ه ــی از حیوان ــه نیم ــس از اینک پ
کتامیــن هیدروکلرایــد )50 میلی‌گرم/کیلوگــرم( و زایلازیــن )5 
میلی‌گرم/کیلوگــرم( بیهــوش شــدند، پرفیــوژن قلبــی انجــام شــد. 
پــس از اتمــام پرفیــوژن، مغــز بــا دقــت از جمجمــه خــارج شــد 
و پــس از خــارج نمــودن مغــز درون ظرف‌هــای حــاوی فرمالیــن 
10 درصــد قــرار داده شــد تــا نمونــه فیکــس شــود. ســپس نمونــه 
بــرش داده شــد و بــرش تهیه‌شــده داخــل کاســت یــا بســکت قــرار 
ــتگاه  ــوص دس ــبد مخص ــل س ــته و داخ ــد و درب آن بس داده ش
PROCESSOR گذاشــته شــد. زمــان طــوری تنظیــم شــد کــه 18 
ــه،  ــا مراحــل فیکس‌شــدن نمون ســاعت داخــل دســتگاه باشــد ت
آبگیــری و شفاف‌ســازی صــورت گیــرد. ایــن دســتگاه شــامل 12 
ــا  ــکل 50 ت ــدد ال ــش ع ــن، ش ــدد فرمالی ــود، دو ع ــرف ب ــدد ظ ع
100 و دو ظــرف گزیلــول و در آخــر دو ظــرف حــاوی پارافیــن 
ــالای 65 درجــه باعــث  ــرا پارافیــن در دمــای ب ــود )زی 60 درجــه ب
ــه  ــر از 60 درج ــای پایین‌ت ــود و در دم ــه می‌ش ــدن نمون سفت‌ش

مــذاب نیســت(.
 PROCESSOR نمونه‌هــا پــس از اتمــام کار دســتگاه
از دســتگاه خــارج شــدند و مراحــل بلوک‌گیــری شــروع شــد. در 
ــه  ــر گرفت ــن در نظ ــن پارافی ــرای ریخت ــه ب ــی ک ــدا ظرف‌های ابت

ــرار داده شــدند  ــر روی دســتگاه HOT PLATE ق ــد، ب شــده بودن
تــا ظرف‌هــا گــرم شــوند و بــا نمونــه هــم دمــا شــوند. ســپس بــا 
اســتفاده از دســتگاه DISPENSER پارافیــن درون ظرف‌هــای 
فلــزی ریختــه شــد. درب کاســت‌ها بــاز شــد و نمونــه را بــا کمــک 
پنــس درون ظــرف حــاوی پارافیــن گذاشــتیم و درب آنهــا بســته 
ــری  ــاده برش‌گی ــه ‌شــدند و آم ــب بلوک‌هــا تهی ــن ترتی شــد. بدی
ــاده  ــاوی م ــزی ح ــای مغ ــه بافت‌ه ــری از ناحی ــدند. برش‌گی ش
ــق اطلــس  ــی طب ســیاه و ســفید مغــزی اطــراف بطن‌هــای جانب
ــتفاده از  ــا اس ــه ب ــت. نمون ــورت گرف ــون ص ــینوس و واتس پاکس
دســتگاه میکروتــوم برش‌گیــری شــدند. پــس از تهیــه بــرش 
ــا اســتفاده از  ــرم گذاشــتیم و ب ــام آب گ ــی، آن را درون حم اصل
لام از ســطح آب برداشــته شــدند. ســپس لام حــاوی بــرش نمونــه 
ــد.  ــرار داده ش ــزی ق ــوص رنگ‌آمی ــبد مخص ــر، درون س ــورد نظ م
در مرحلــه بعــد، ابتــدا لام‌هــا درون فــور 100 درجــه بــه مــدت 15 
تــا 20 دقیقــه گذاشــتیم تــا پارافیــن اضافــی آن ذوب شــود و از 
ــول  ــد، نمونه‌هــا را درون گزیل ــه بع ــه خــارج شــود. در مرحل نمون
گذاشــتیم تــا پارافیــن اضافــی بــه طــور کامــل از نمونه‌هــا خــارج 
شــود )مرحلــه پارافین‌زدایــی(. ســپس نمونه‌هــا خشــک شــدند و 
درون الــکل 70 درصــد بــه مــدت شــش دقیقــه قــرار داده شــدند. 
ــپس  ــد، س ــام ش ــر انج ــا آب مقط ــو ب ــد، شستش ــه بع در مرحل
ــدند.  ــرار داده ش ــه ق ــدت 6 دقیق ــه م ــیلین ب ــگ هماتوکس در رن
ســپس شستشــو انجــام شــد و در مرحلــه بعــد، بــه مــدت 6 دقیقه 
ــد  ــام ش ــو انج ــپس شستش ــد. س ــرار داده ش ــن ق ــگ ائوزی در رن
ــته  ــد گذاش ــکل 90 درص ــپس ال ــد و س ــکل 70 درص ــد در ال و بع
ــای  ــدند و تصویربرداری‌ه ــه ش ــا تهی ــب لام‌ه ــن ترتی ــد و بدی ش
Japan Olympus-( میکروســکوپی بــا میکروســکوپ نــوری

BH2( انجــام و نشــانگرهای آسیب‌شناســی در زیــر میکروســکوپ 
نــوری مشــاهده شــد.

پروتکل‌هــای  کلیــه  انجــام  اخلاقــی:  ملاحظــات 

ــق  ــی مطاب ــات آزمایش ــت از حیوان ــداری و مراقب ــی، نگه آزمایش
ــرای اســتفاده انســانی از  ــی بهداشــت ب ــا دســتورالعمل‌های مل ب
ــکی  ــاق پزش ــه اخ ــط کمیت ــود و توس ــگاهی ب ــات آزمایش حیوان
 1399.009.IR.IAU.ARAK.REC دانشــگاه آزاد اراک بــا کــد

ــد شــد. تأیی
ــل  ــه وتحلی ــا: تجزی ــاری داده‌ه ــل آم ــه و تحلی تجزی

ــای  ــه در بافت‌ه ــی صورت‌گرفت ــرات کیف ــاس تغیی ــج، براس نتای
آزمایشــی  گروه‌هــای  بافتــی  برش‌هــای  مقایســه  و  مغــزی 
ــز  ــک و خی ــز وازوژنی ــلولی، خی ــای ایســکمی س ــر پارامتره از نظ
هیدرواســتاتیک، انجــام شــد و لام‌هــای میکروســکوپی تیپیــک 
ــرای مقایســه  ــه صــورت کیفــی مقایســه شــدند. ب از ایــن نظــر ب
روش  ضایعــات،  نــوع  و  میــزان  نظــر  از  بافتــی  برش‌هــای 
ــدون آســیب(  ــر )ب ــا لحــاظ کــردن صف امتیازبنــدی )Scoring( ب
ــر  ــیب در ه ــن آس ــبه میانگی ــیب( و محاس ــار )حداکثرآس ــا چه ت
ــا و  ــل داده‌ه ــت تحلی ــت. جه ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــروه، م گ
ــتفاده  ــزار Prism–GraphPad 9 اس ــا از نرم‌اف ــیم نموداره ترس
آنالیزواریانــس  آمــاری  آزمــون  بــا  گروه‌هــا  مقایســه  شــد. 
توکــی پس‌آزمــون  از  همچنیــن  شــد.  انجــام   یک‌طرفــه 
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ــک از گروه‌هــا  ــن هری ــاوت بی ــن تف )Tukey test( جهــت تعیی
ــوان مــاک  ــه عن ــدار p>0/05 ب ــد. مق ــر اســتفاده گردی ــا یکدیگ ب

ــه شــد. ــن گروه‌هــا درنظــر گرفت ــاوت بی ــاداری تف ســطح معن

یافته‌ها
بررســی‌های ریزبینــی در گــروه دریافت‌کننــده اتانــول خالــص 
تغییــرات متعــدد پاتولوژیــک را نشــان داد. ادم وازوژنیــک کــه بــا 
اتســاع شــدید فضــای ویرشــورابین مطابــق شــکل ۱ قابــل رویــت 
بــود، ایــن تغییــر پاتولوژیــک بــه واســطه اثــرات اتانــول در ســد 
ــا ایجــاد افزایــش فشــار داخــل  خونی/مغــزی صــورت گرفــت و ب
ــاس  ــیار حس ــلول‌های بس ــه س ــانی ب ــش خونرس ــزی و کاه مغ
نورونــی بــه کمبــود اکســیژن منجــر بــه ایجــاد تغییــرات آســیب 

ســلولی گردیــد.

مغــزی رخ داد، بــه صــورت ادم در حاشــیه بطن‌هــای مغــزی 
قابــل مشــاهده بــود )شــکل ۱(. همچنیــن مقایســه آمــاری، تفاوت 
ــی از  ــرل منف ــروه کنت ــا گ ــه ب ــول در مقایس ــروه اتان ــادار گ معن
نظــر ایــن آســیب را نشــان داد )p>0/0001(. پروبیوتیــک توانســت 
تفــاوت معنــادار آســیب ناشــی از اتانــول را باگــروه کنتــرل منفــی، 
تاحــدودی کاهــش دهــد )p>0/0001(. نتایــج ایــن مقایســه آمــاری 
در نمــودار ۲ نشــان داده شــده اســت. کروماتولیــز مرکــزی در 
نورون‌هــای مغــزی بــه شــکل تــورم ســلولی، جابه‌جایــی هســته 
بــه حاشــیه ســلول و پراکنــده شــدن اجســام نیســل قابــل رویــت 

بــود )شــکل ۱(.

شکل 1( بافت مغزی گروه کنترل سالم که در آن سلول‌های بافت عصبی 
الگوی سالم دارند. رنگ‌آمیزی هماتوکسیلین / ائوزین و بزرگنمایی ٪40

 نمودار 1( مقایسه بین گروه‌های آزمایشی از نظر ادم وازوژنیک با یکدیگر

ادم  نظــر  از  آزمایشــی  گروه‌هــای  بیــن  تفــاوت 
وازوژنیــک بــا همدیگــر معنــادار بــود )نمــودار ۱(؛ بــه طــوری کــه 
ــرل  ــا گــروه کنت ــول بیشــترین آســیب را در مقایســه ب گــروه اتان
ــی کــه مصــرف پروبیوتیــک  منفــی نشــان داد )p>0/0001(، درحال
باعــث کاهــش ایــن آســیب البتــه در مقایســه باگــروه اتانــول شــد 
)p>0/01(.ادم هیدروســتاتیک کــه بــه واســطه تــورم بافــت عصبــی 
و انســداد مســیر جریــان مایــع مغزی-نخاعــی در بطن‌هــای 

آســیب ایســکمیک نورونــی بــه دنبــال اختــال در 
ــن  ــاداری از ای ــاوت معن ــاد گشــت و موجــب تف ــانی ایج خونرس
نظــر بیــن گــروه اتانــول و کنتــرل منفــی شــد )p>0/0001(، هرچنــد 
ــن آســیب را در مقایســه  ــول، ای مصــرف پروبیوتیــک همــراه اتان
ــی درمقایســه  ــد، ول ــران کن ــی نتوانســت جب ــرل منف ــروه کنت باگ
ــن  ــاداری از ای ــش معن ــث کاه ــی باع ــه تنهای ــول ب ــروه اتان باگ
ــک،  ــرات پاتولوژی ــن تغیی ــودار ۳(. در ای ــد )p>0/01( )نم ــر ش نظ

نمودار 3( مقایسه ایسکمی سلولی بین گروه های مختلف آزمایشی
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نمودار 2( مقایسه آماری میزان ادم هیدروستاتیک بین گروه‌های آزمایشی
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ســلول‌های نورونــی بــه حالــت چروکیــده مثلثی‌شــکل بــا هســته 
پیکنــوزه کــه پولاریتــه مرکــزی خــود را در سیتوپلاســم ســلولی از 

ــود. ــل رویــت ب ــد )شــکل ۱ و ۲( قاب دســت دادن

ویســتار بــود. نتایــج ایــن مطالعــه نشــان داد کــه اتانــول باعــث 
آســیب‌های نکروتیــک عصبــی و نیــز ایجــاد خیــز در فضــای بیــن 
ــر  ــای حاض ــد. داده‌ه ــال ش ــلول‌های گلی ــن س ــلولی و همچنی س
ــل توجهــی  نشــان داد کــه اســتفاده از پروبیوتیک‌هــا به‌طــور قاب

ــد. ــز را کاهــش ده ــی مغ ــیب بافت توانســت، آس
اثــرات بهبــودی پروبیوتیــک بــر روی بافــت مغــز 
ــیب  ــر آس ــت در براب ــی آن در محافظ ــل توانای ــه دلی ــالًا ب احتم
ســلولی و اســترس اکســیداتیو ناشــی از اتانــول اســت. اتانــول بــر 
بســیاری از سیســتم‌های انتقال‌دهنــده عصبــی تأثیــر می‌گــذارد، 
گیرنده‌هــای گلوتامــات تحریکــی را مهــار می‌کنــد و گیرنده‌هــای 
تســهیل  را   )GABA( اســید  آمینوبوتیریــک  گامــا  بازدارنــده 
می‌کنــد ]13[. تفــاوت بیــن گروه‌هــای اتانــول و پروبیوتیــک-
ــول  ــه اتان ــد ک ــی باش ــل تغییرات ــه دلی ــت ب ــن اس ــول، ممک اتان
ــاد  ــی ایج ــای جانب ــراف بطن‌ه ــژه در اط ــه وی ــز ب ــت مغ در باف
کــرده اســت. بــا توجــه بــه ایــن تغییــرات در مغــز، واکنــش بــه 
پروبیوتیک‌هــا تغییــرات پاتولوژیکــی کــه احتمــالًا توســط اتانــول 
بــه دلیــل تأثیــر آن بــر ســد خون/مغــز ایجــاد شــده را کاهــش داده 
اســت. اتانــول بــا افزایــش فشــار داخــل مغــزی و کاهــش جریــان 
خــون بــه ســلول‌های عصبــی حســاس بــه هیپوکســی، منجــر بــه 
آســیب ســلول شــده اســت. آســیب نــورون ایســکمیک بــه دلیــل 
اختــال در جریــان خــون ایجــاد می‌شــود. تشــکیل مقادیــر قابــل 
توجهــی از اســتالدئید مغــز در داخــل بــدن پــس از مصــرف اتانــول 
و مکانیــزم آن بــه وضــوح مشــخص نشــده اســت، اگرچــه کاتــالاز 

ــده اســت ]14[. ــدای امیدوارکنن یــک کاندی
تغییــرات دندریتیــک و سیناپســی در افــراد الکلــی 
ثبــت شــده اســت کــه همــراه بــا تغییــرات گیرنــده و فرســتنده، 
ــه  ــناختی را ک ــص ش ــردی و نقای ــرات عملک ــت تغیی ــن اس ممک
ناشــی از تغییــرات ســاختاری شــدیدتر اســت، توضیــح دهــد ]15[. 
ــن  ــالًا ای ــر، احتم ــی معتب ــر اســاس بررســی بانک‌هــای اطلاعات ب
اولیــن مطالعــه اســت کــه اثــر پروبیوتیــک بــر پارامترهــای بافتــی 
فــوق در مــدل تجویــز حاد اتانول، بررســی شــده اســت و بر اســاس 
بررســی نویســندگان هیــچ تحقیــق مشــابهی بــرای مقایســه نتایــج 
ــر عــوارض  ــر پروبیوتیک‌هــا ب ــوان تأثی ــا می‌ت وجــود نداشــت. ام
ــرات  ــه تغیی ــر ب ــور غیرمســتقیم منج ــه ط ــه ب ــول ک ــی اتان جانب

بافتــی در مغــز شــده را مــورد تحلیــل قــرار داد.
ــری )و  ــر پی ــرات مض ــیاری از اث ــا از بس پروبیوتیک‌ه
ــی،  ــده عصب ــد کاهــش ســطح انتقال‌دهن ــل محیطــی( مانن عوام
جلوگیــری  آپوپتــوز  و  اکســیداتیو  اســترس  مزمــن،  التهــاب 
در  را  اکســیداتیو  اســترس  پروبیوتیک‌هــا   .]16[ می‌کننــد 
جونــدگان تغذیه‌شــده بــا الــکل کاهــش می‌دهنــد. یــک احتمــال 
ــه دلیــل  ــا حــدی ب ــرات ممکــن اســت ت ایــن اســت کــه ایــن اث
کاهــش بیــان CYP2E1 باشــد، نتایــج مطالعــه دیگری نشــان داد 
کــه ایــن یافتــه ممکــن اســت، نتیجــه اصــاح دیــس بیــوز روده 
ــه  ــور ک ــد، همان‌ط ــیداتیو( باش ــترس اکس ــکل )و اس ــی از ال ناش
بــرای پروبیوتیک‌هــا و LactobacillusGG نشــان داده شــده 

ــت ]17[. اس
عــاوه بــر ایــن اثــرات پیشــگیری‌کننده عمومــی، 

شکل 2( سلول‌های ایسکمیک به نکروز می‌افتند. ادم وازوژنیک مشهود است 
و با پیکان )بزرگنمایی 40٪( نشان داده شد. تورم شدید هیدرواستاتیک در 

حاشیه بطن‌های مغز قابل مشاهده است )بزرگنمایی ٪20(.

ــع  ــی، تجم ــت عصب ــیب باف ــترش آس ــال گس ــه دنب ب
ســلول‌های گلیالــی از دیگــر یافته‌هــای پاتولوژیــک بــود کــه 
نشــانگر آســیب شــدید بافــت عصبــی تحــت تأثیــر اتانــول خالــص 
بــود )شــکل ۳(. در گــروه دریافت‌کننــده اتانــول بــه همــراه 
پروبیوتیــک، تغییــرات در مقایســه بــا گــروه دریافت‌کننــده اتانــول 
ــای  ــت وگروه‌ه ــش یاف ــد کاه ــی 25 درص ــدود 15 ال ــص ح خال
ــوی  ــک الگ ــک از ی ــاده پروبیوتی ــده م ــا دریافت‌کنن ــالم و تنه س

ــد )شــکل ۴(. ــی برخــوردار بودن ســالم بافت

شکل 3( در گروه اتانول-پروبیوتیک، تغییرات حدود 20% نسبت به گروه اتانول 
کاهش یافت

شکل 4( نمای میکروسکوپی از بافت مغز گروه اتانول-پروبیوتیک. 
رنگ‌آمیزی هماتوکسیلین/ائوزین و بزرگنمایی ٪40

بحث
ــی  ــل غذای ــرف مکم ــر مص ــن اث ــه، تعیی ــن مطالع ــدف از ای ه
پروبیوتیــک بــر آســیب ایجاد‌شــده ناشــی از اتانــول در مــاده 
نــژاد  نــر  صحرایــی  موش‌هــای  مغــز  خاکســتری  و  ســفید 
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ســاح‌های  توســط  را  الــکل‌  می‌تواننــد  پروبیوتیک‌هــا 
 Lactobacillus ،متابولیکــی ســم‌زدایی کننــد. بــه عنــوان مثــال
Rhamnosus GG می‌توانــد اســتالدئید را بــه اســتات متابولیــزه 
کنــد. در نهایــت، بــا کاهــش باکتری‌هــای کامنســال تولیدکننــده 
اســتالدئید و متابولیســم اســتالدئید، پروبیوتیک‌هــا ممکــن 
اســت ســطح اســتالدئید روده بــزرگ را کاهــش دهنــد ]18[. الــکل 
ــزه و  ــیون متابولی ــای اکسیداس ــه‌ای از واکنش‌ه ــط مجموع توس
ــول  ــت‌پذیر اتان ــیون برگش ــا اکسیداس ــه ب ــود ک ــم‌زدایی می‌ش س
ــالاز  ــاز، CYP2E1 و کات ــکل دهیدروژن ــط ال ــتالدئید توس ــه اس ب
آغــاز می‌شــود. همــه ایــن واکنش‌هــای متابولیکــی ممکــن 

ــوند ]19[. ــم ش ــا تنظی ــط پروبیوتیک‌ه ــت توس اس
 Plantaricin A از طــرف دیگــر نشــان داده شــده کــه
 ،Lactobacillus plantarum ساخته‌شــده توســط ،)(PlnA
بــه عنــوان فرمــون پپتیــدی بــا فعالیــت ضدمیکروبــی، بیــان ژن 
VEGFA را طــی 24 ســاعت پــس از خراشــیدن افزایــش داد. ایــن 
ــر  ــش اث ــورد افزای ــوان در م ــه می‌ت ــی اســت ک مکانیســم احتمال
ترمیــم بافتــی پروبیوتیــک در نظــر گرفــت، امــا هیــچ اطمینانــی 
وجــود نــدارد کــه ایــن مکانیســم بــرای مــدل اتانــول حــاد قابــل 
ــورای ســاکن روده و باکتری‌هــای  تعمیــم باشــد ]20[. میکــرو فل
ــاً،  ــت. اساس ــین‌ها اس ــی اندوتوکس ــزن اصل ــی، مخ ــواد غذای م
اپیتلیــوم روده بــه عنــوان یــک مانــع مــداوم بــرای جلوگیــری از 
نفــوذ عناصــر مجــرا عمــل می‌کنــد، امــا برخــی از عوامــل درون‌زا 
یــا بــرون‌زا ممکــن اســت عملکــرد ســد روده را تغییــر دهنــد. ایــن 
نشــتی روده کــه بــا افزایــش نفوذپذیــری بــه چندیــن نشــانگر یــا 
ــم در  ــود، ه ــی می‌ش ــپیتلیال ارزیاب ــه ترانس ــت ب ــش مقاوم کاه
انســان و هــم در حیوانــات پــس از مصــرف الــکل مشــاهده شــده 

اســت ]21[.
از طــرف دیگــر، اســتالدئید ممکــن اســت در روده بزرگ 
ــن روده  ــه لوم ــون ب ــی از خ ــه راحت ــول ب ــرا اتان ــود، زی ــد ش تولی
بــزرگ منتقــل می‌شــود و برخــی از گونه‌هــای باکتریایــی میکــرو 
فلــورا می‌تواننــد اتانــول را متابولیــزه کننــد ]22[. مصــرف اتانــول 
حــاد و متوســط مانــع اپیتلیــال را از طریــق اکسیداســیون اتانــول 
ــدن  ــزرگ و فعال‌ش ــور روده ب ــرو فل ــط میک ــتالدهید توس ــه اس ب
ســلول‌های ماســت ســل تغییــر می‌دهــد. چنیــن تغییراتــی 
ــد منجــر  ــد، می‌توان ــی می‌مانن ــری باق ــرای مــدت طولانی‌ت ــه ب ک
بــه عبــور بیــش از حــد اندوتوکســین شــود. نهایتــاً ایــن ســموم 
مــی تواننــد بــا تحریــک واکنــش التهابــی ناشــی از شــیفت 
دادن ماکروفاژهــای مقیــم مغــز یــا میکروگلیاهــا از حالــت 
ــی )M1( و ترشــح  ــت التهاب ــه حال ــده التهــاب )M2( ب کنترل‌کنن
ســیتوکایین‌های پیش‌التهابــی از ایــن ســلول‌ها، باعــث تخریــب 
ــد اثــر معکوســی را در  بافــت مغــزی شــوند. پروبیوتیــک می‌توان

ــد ]23[. ــا کن ــن ســلول‌ها ایف ــال ای قب
آنتاگونیســم مســتقیم ممکــن اســت توســط عوامــل 
ــک  ــم‌های پروبیوتی ــط ارگانیس ــده و توس ــری تولیدش ــد باکت ض
روده‌ای  بیمــاری‌زای  باکتری‌هــای  روی  بــر  و  شــود  ترشــح 
ــرای  ــت ب ــر اســت. رقاب ــکل، مؤث ــده ناشــی از مصــرف ال تکثیرش
ــرای  ــت ب ــی و رقاب ــک ایمن ــذی، تحری ــواد مغ ــه م ــتیابی ب دس

ضــد  اثــر  دیگــر  مکانیســم‌های  چســبندگی،  گیرنده‌هــای 
.]24[ هســتند  پروبیوتیک‌هــا  بیماری‌زایــی 

غذایــی  مکمــل  مصــرف  اثــر  می‌شــود  پیشــنهاد 
ــز ناشــی  ــر آســیب مغ ــک ب ــر پروبیوتی ســویه‌های ارزشــمند دیگ
ــب  ــرف ترکی ــر مص ــن اث ــود. همچنی ــی ش ــز بررس ــول نی از اتان
پروبیوتیــک و پری‌بیوتیــک بــر مســمومیت مغــزی ناشــی از 
ــرد و مدل‌هــای دیگرمســمومیت  ــرار گی ــول، مــورد مطالعــه ق اتان
ــاً  ــق حاضــر، عمدت ــای تحقی ــه شــود. محدودیت‌ه ــزی مطالع مغ
ــودن پروبیوتیک‌هــای مــورد مطالعــه  ــه در دســترس نب ــوط ب مرب
بــود. همچنیــن بــه علــت محدودیــت زمانــی در اســتفاده از 
ــی از  ــاد ناش ــدل مســمومیت ح ــا م ــگاهی، تنه ــات آزمایش امکان

ــت. ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــول م اتان

نتیجه‌گیری
ــاد  ــده ح ــول تزریق‌ش ــه، اتان ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ــج ای نتای
ــل مشــاهده در بافــت  ــرات پاتولوژیــک قاب ــد باعــث تغیی می‌توان
ــا اتســاع  ــراه ب ــک هم ــا ادم وازوژنی ــه آنه ــه ازجمل ــود ک ــز ش مغ
ــورم  شــدید فضــای ویرشــورابین، ادم هیدروســتاتیک ناشــی از ت
ــی در  ــع مغزی-نخاع ــیرجریان مای ــداد مس ــی و انس ــت عصب باف
بطن‌هــای مغــزی، کروماتولیــز مرکــزی و آســیب ایســکمیک 
ــع ســلول‌های  ــال در خونرســانی و تجم ــال اخت ــه دنب ــی ب نورون
ــی  ــیب بافت ــد، آس ــک می‌توان ــل پروبیوتی ــت. مکم ــی اس گلیال
ناشــی از اتانــول در نواحــی قشــری و نیــز زیرقشــری مجــاور 
کــه  می‌رســد  نظــر  بــه  کنــد.  جبــران  را  مغــزی  بطن‌هــای 
ــکل  ــمیت ال ــر س ــود را در براب ــگیرانه خ ــرات پیش ــک اث پروبیوتی
از طریــق مســیرهای بیوشــیمیایی و تغییــرات میکــرو فلــور روده 
ــد. ــال می‌کن ــی شــود، اعم ــز م ــت مغ ــود باف ــه بهب ــر ب ــه منج ک

ــول  ــردی در طــب انتظامــی: اســتعمال اتان ــی و کارب ــکات بالین ن

موجــب آســیب مــاده ســفید و خاکســتری مغــز می‌شــود و لازم 
اســت کنترل‌هایــی در برابــر ســوء مصــرف آن اعمــال گــردد. 
ــا  ــر ی ــت نظ ــراد تح ــک در اف ــی پروبیوتی ــل غذای ــرف مکم مص
کنتــرل کــه بــه هــر دلیــل دچــار ســوء مصــرف اتانــول شــده‌اند، 
ــفید و  ــاده س ــیب م ــر آس ــده‌ای ب ــی وکاهن ــر جبران ــد اث می‌توان

ــد. ــته باش ــز داش ــی از آن در مغ ــتری ناش خاکس
تشــکر و قدردانــی: محققــان ایــن تحقیــق از شــرکت تــک‌ژن 

زیســت بــه خاطــر در اختیــار قــرار دادن پروبیوتیــک در ایــن 
تشــکر می‌کننــد. تحقیــق، 

تعــارض منافــع: بدیــن وســیله نویســندگان مقالــه تصریــح 

ــه  ــال مطالع ــی در قب ــارض منافع ــه تع ــه هیچ‌گون ــد ک می‌نماین
ــدارد. ــود ن ــر وج حاض

ســهم نویســندگان: نویســنده اول، جمع‌آوری داده؛ نویســنده دوم، 

طراحــی مطالعــه؛ نویســنده ســوم، ارائــه ایــده؛ نویســنده چهــارم، 
ــه؛  ــی مطالع ــم، طراح ــنده پنج ــا؛ نویس ــل داده‌ه ــه و تحلی تجزی
همــه نویســندگان در نــگارش اولیــه مقالــه و بازنگــری آن ســهیم 
بــوده و همــه بــا تأییــد نهایــی مقالــه حاضــر، مســئولیت دقــت و 

ــد. ــدرج در آن را می‌پذیرن ــب من صحــت مطال

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
11

.1
.2

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

                            12 / 14

http://dx.doi.org/10.30505/11.1.23
http://jpmed.ir/article-1-1076-en.html


سلیمانی و همکاران 13

JOURN
AL OF POLICE M

EDICIN
E

Vol.11, Issue 1, 2022

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2022;11(1):e23

Reference:
1.	 Airaodion AI, Ngwogu AC, Ekenjoku JA, Ng-

wogu KO. Hepatoprotective potency of eth-
anolic extract of Garcinia kola (Heckel) seed 
against acute ethanol-induced oxidative stress 
in Wistar rats. Int Res J Gastroenterol Hepatol. 
2020;3(2):1-10. https://www.researchgate.net/
publication/339051789_Hepatoprotective_
Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_
Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_
Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats 

2.	 Savage P, Horlock C, Stott B, Stebbing J. Enhanced 
sensitivity of lymphoid cells to ethanol ADH ac-
etaldehyde toxicity; Implications for GDEPT and 
adoptive T cell therapy. CPPM. 2018;16(2):118-23. 
https://doi.org/10.2174/1875692116666180
703151538 

3.	 Wang R, Zeng X, Liu B, Yi R, Zhou X, Mu J, Zhao X. Pro-
phylactic effect of Lactobacillus plantarum KSFY06 
on HCl/ethanol-induced gastric injury in mice. 
Food funct. 2020;11(3):2679-92. https://pubs.
rsc.org/en/content/articlelanding/2020/fo/
c9fo02474c 

4.	 Heidarzadeh F, Shahrabadi M, Rostami S, Pazoki M, 
Abbasi H, Hosseiniara SM, Hosseiniara S. Rapid and 
Accurate Diagnosis of Substance Abuse: A Narra-
tive Review. J Police Med. 2022;11(1). http://dx.
doi.org/10.30505/11.1.7 

5.	 Dukay B, Walter FR, Vigh JP, Barabási B, Hajdu P, 
Balassa T, Migh E, Kincses A, Hoyk Z, Szögi T, Bor-
bély E. Neuroinflammatory processes are aug-
mented in mice overexpressing human heat-shock 
protein B1 following ethanol-induced brain injury. 
J Neuroinflammation. 2021(1):1-24. https://doi.
org/10.1186/s12974-020-02070-2 

6.	 Tizabi Y, Getachew B, Collins MA. Ethanol neurotox-
icity. Handbook Neurotox. 2021:1-23.

7.	 Dudek I, Hajduga D, Sieńko C, Maani A, Sitarz E, Si-
tarz Met al. Alcohol-Induced Neuropathy in Chron-
ic Alcoholism: Causes, Pathophysiology, Diagno-
sis, and Treatment Options. Curr Pathobiol Rep. 
2020:87-97. https://doi.org/10.1007/s40139-
020-00214-w 

8.	 8- Hammoud N, Jimenez-Shahed J. Chron-
ic neurologic effects of alcohol. Clin Liver Dis. 
2019;23(1):141-55. https://doi.org/10.1016/j.
cld.2018.09.010 

9.	 Westfall S, Lomis N, Kahouli I, Dia SY, Singh SP, 
Prakash S. Microbiome, probiotics and neurode-
generative diseases: deciphering the gut brain axis. 
Cell Mol Life Sci.. 2017;74(20):3769-87. https://
doi.org/10.1007/s00018-017-2550-9 

10.	 Zavareh AH, Khani RH, Pakpour B, Soheili M, 
Salami M. Probiotic treatment differentially 
affects the behavioral and electrophysiologi-
cal aspects in ethanol exposed animals. Iran J 
Basic Med Sci. 2020;23(6):776. https://doi.
org/10.22038%2Fijbms.2020.41685.9846 

11.	 Hadidi-Zavareh AH, Hajikhani R, Pakpour B, Sa-
lami M. Effect of probiotic supplementation on 
behavioral and electrophysiological aspects of 
memory and learning in ethanol exposed an-
imals. KAUMS (FEYZ). 2020;24(1):1-9. [Per-
sian]. http://feyz.kaums.ac.ir/browse.php?a_
id=3909&sid=1&slc_lang=en 

12.	 Parhizgar N, Azadyekta M, Zabihi R. Effect of pro-
biotic supplementation on depression and anx-
iety. Complement Med J. 2021;11(2):166-79. 
[Persian]. http://cmja.arakmu.ac.ir/browse.
php?a_id=807&sid=1&slc_lang=en&html=1 

13.	 Warner DR, Warner JB, Hardesty JE, Song YL, 
King TN, Kang JX, Chen CY, Xie S, Yuan F, Prodhan 
MA, Ma X. Decreased ω-6: ω-3 PUFA ratio atten-
uates ethanol-induced alterations in intestinal 
homeostasis, microbiota, and liver injury. J lip-
id Res. 2019;60(12):2034-49. http://dx.doi.
org/10.1194/jlr.RA119000200 

14.	 Xu G, Li C, Parsiola AL, Li J, McCarter KD, Shi Ret 
al. Dose-dependent influences of ethanol on isch-
emic stroke: role of inflammation. Front cell Neu-
rosci. 2019;13:6. https://doi.org/10.3389%2Ff-
ncel.2019.00006 

15.	 Abrahao KP, Salinas AG, Lovinger DM. Alcohol 
and the brain: neuronal molecular targets, syn-
apses, and circuits. Neuron. 2017;96(6):1223-38. 
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.10.032 

16.	 El-Sayyad HI. Future impact of probiotic therapy 
of metabolic disorder. J. Pharma. Rep. 2017;2:133. 
https://www.longdom.org/open-access/fu-
ture-impact-of-probiotic-therapy-of-metabol-
ic-disorder.pdf 

17.	 Forsyth CB, Voigt RM, Keshavarzian A. Intesti-
nal CYP2E1: A mediator of alcohol-induced gut 
leakiness. Redox Biol. 2014;3:40-6. https://doi.
org/10.1016/j.redox.2014.10.002 

18.	 Li YT, Xu H, Ye JZ, Wu WR, Shi D, Fang DQet 
al. Efficacy of Lactobacillus rhamnosus GG in 
treatment of acute pediatric diarrhea: A sys-
tematic review with meta-analysis. World J gas-
troenterol. 2019;25(33):4999. https://doi.
org/10.3748%2Fwjg.v25.i33.4999 

19.	 Tsai YS, Lin SW, Chen YL, Chen CC. Effect of probiotics 
Lactobacillus paracasei GKS6, L. Plantarum GKM3, 
and L. rhamnosus GKLC1 on alleviating alcohol-in-
duced alcoholic liver disease in a mouse model. 
Nutrition Res Pract. 2020;14(4):299-308. https://
doi.org/10.4162%2Fnrp.2020.14.4.299 

20.	 Calasso M, Di Cagno R, De Angelis M, Campanel-
la D, Minervini F, Gobbetti M. Effects of the pep-
tide pheromone plantaricin A and cocultivation 
with Lactobacillus sanfranciscensis DPPMA174 
on the exoproteome and the adhesion capacity 
of Lactobacillus Plantarum DC400. Appl Environ. 
Microbiol.  2013;79(8):2657-69. https://doi.
org/10.1128%2FAEM.03625-12 

ــری توســط  ــاله دکت ــوان رس ــه عن ــه ب ــن مطالع ــی: ای ــع مال ــد.مناب ــتیبانی ش ــامی اراک پش ــگاه آزاد اس دانش

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
11

.1
.2

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

                            13 / 14

https://www.researchgate.net/publication/339051789_Hepatoprotective_Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats
https://www.researchgate.net/publication/339051789_Hepatoprotective_Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats
https://www.researchgate.net/publication/339051789_Hepatoprotective_Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats
https://www.researchgate.net/publication/339051789_Hepatoprotective_Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats
https://www.researchgate.net/publication/339051789_Hepatoprotective_Potency_of_Ethanolic_Extract_of_Garcinia_kola_Heckel_Seed_against_Acute_Ethanol-Induced_Oxidative_Stress_in_Wistar_Rats
https://doi.org/10.2174/1875692116666180703151538
https://doi.org/10.2174/1875692116666180703151538
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/fo/c9fo02474c
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/fo/c9fo02474c
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2020/fo/c9fo02474c
http://dx.doi.org/10.30505/11.1.7
http://dx.doi.org/10.30505/11.1.7
https://doi.org/10.1186/s12974-020-02070-2
https://doi.org/10.1186/s12974-020-02070-2
https://doi.org/10.1007/s40139-020-00214-w
https://doi.org/10.1007/s40139-020-00214-w
https://doi.org/10.1016/j.cld.2018.09.010
https://doi.org/10.1016/j.cld.2018.09.010
https://doi.org/10.1007/s00018-017-2550-9
https://doi.org/10.1007/s00018-017-2550-9
https://doi.org/10.22038%2Fijbms.2020.41685.9846
https://doi.org/10.22038%2Fijbms.2020.41685.9846
http://feyz.kaums.ac.ir/browse.php?a_id=3909&sid=1&slc_lang=en
http://feyz.kaums.ac.ir/browse.php?a_id=3909&sid=1&slc_lang=en
http://cmja.arakmu.ac.ir/browse.php?a_id=807&sid=1&slc_lang=en&html=1
http://cmja.arakmu.ac.ir/browse.php?a_id=807&sid=1&slc_lang=en&html=1
http://dx.doi.org/10.1194/jlr.RA119000200
http://dx.doi.org/10.1194/jlr.RA119000200
https://doi.org/10.3389%2Ffncel.2019.00006
https://doi.org/10.3389%2Ffncel.2019.00006
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.10.032
https://www.longdom.org/open-access/future-impact-of-probiotic-therapy-of-metabolic-disorder.pdf
https://www.longdom.org/open-access/future-impact-of-probiotic-therapy-of-metabolic-disorder.pdf
https://www.longdom.org/open-access/future-impact-of-probiotic-therapy-of-metabolic-disorder.pdf
https://doi.org/10.1016/j.redox.2014.10.002
https://doi.org/10.1016/j.redox.2014.10.002
https://doi.org/10.3748%2Fwjg.v25.i33.4999
https://doi.org/10.3748%2Fwjg.v25.i33.4999
https://doi.org/10.4162%2Fnrp.2020.14.4.299
https://doi.org/10.4162%2Fnrp.2020.14.4.299
https://doi.org/10.1128%2FAEM.03625-12
https://doi.org/10.1128%2FAEM.03625-12
http://dx.doi.org/10.30505/11.1.23
http://jpmed.ir/article-1-1076-en.html


14اثر مصرف مکمل غذایی پروبیوتیک بر آسیب ماده سفید و خاکستری مغز ناشی از اتانول در موش‌های صحرایی نر نژاد ویستار

ی
ب انـتـظـامـ

ی طـ
ش

ی پژوه
شـریـه علم

نـ
شماره ۱، ۱۴۰۱

دوره ۱۱، 

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2022;11(1):e23

21.	 Leclercq S, Stärkel P, Delzenne NM, de Timary P. The 
gut microbiota: a new target in the management 
of alcohol dependence? Alcohol. 2019;74:105-11. 
https://doi.org/10.1016/j.alcohol.2018.03.005 

22.	 Lee E, Lee JE. Impact of drinking alcohol on gut mi-
crobiota: Recent perspectives on ethanol and alco-
holic beverage. Curr. Opin Food Sci. 2021;37:91-7. 
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2020.10.001 

23.	 Abdelhamid M, Zhou C, Ohno K, Kuhara T, Tasli-
ma F, Abdullah M et al. Michikawa M. Probiotic 
Bifidobacterium breve Prevents Memory Im-
pairment Through the Reduction of Both Amy-
loid-β Production and Microglia Activation in APP 
Knock-In Mouse. J Alz Dis. 2021;1-7. https://doi.
org/10.3233/jad-215025 

24.	 La Fata G, Weber P, Mohajeri MH. Probiotics and the 
gut immune system: indirect regulation. Probiotics 
Antimicrob Proteins. 2018;10(1):11-21. https://
doi.org/10.1007/s12602-017-9322-6 

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
11

.1
.2

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://doi.org/10.1016/j.alcohol.2018.03.005
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2020.10.001
https://doi.org/10.3233/jad-215025
https://doi.org/10.3233/jad-215025
https://doi.org/10.1007/s12602-017-9322-6
https://doi.org/10.1007/s12602-017-9322-6
http://dx.doi.org/10.30505/11.1.23
http://jpmed.ir/article-1-1076-en.html
http://www.tcpdf.org

