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Background and Aim Epilepsy is a common brain disorder. Brain function can be affected by the intestinal 
microflora. The intestinal microflora have a major role in modulating immune responses, producing es-
sential metabolites and mediating neurotransmitters. Antibiotics can affect and reduce these roles and 
functions by eliminating the intestinal microflora. The aim of this study was to investigate the effect of 
intestinal natural micro flora removal on seizure susceptibility and seizure behavior modification with 
the use of probiotics in male Wistar rats.
Methods & Materials This study was performed on 32 male Wistar rats with weight range 200-250 gr. The 
animals were randomly divided into four groups: 1. Control group; 2. Antibiotic group; 3. Probiotic group 
and 4. Antibiotic + probiotic group. To remove the microflora, antibiotics (neomycin, ampicillin, and met-
ronidazole) for three weeks and for replacement of microflora, probiotics (Lactobacilli casei, Lactobacillus 
acidophilus and Bifidobacterium bifidum) for four weeks were administered. Seizures were performed by 
intraperitoneal injection of pentylentrazole. The microflora was examined by the MRS Agar medium and 
the Pure Plate method. The data were statistically analyzed in Graph Pad Prism V. 8.
Ethical Considerations This study was approved by the Research Ethics Committee of Arak University of 
Medical Sciences (Code: IR.ARAKMU.REC.1395.176).
Results The use of antibiotics lead to decrease the number of intestinal bacteria (P<0.0001), increased the 
severity and stability of seizure stages (P<0.05) and decreased the time delay of seizure onset (P<0.05) 
compared to the control group. Probiotic consumption by modifying the intestinal microflora (P<0.0001) 
reduced the severity of seizure and increased the time delay of seizure onset (P<0.05).
Conclusion Elimination of microflora has the potential to induce seizures, which can be compensated by 
administration of probiotics.
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E
Extended Abstract

1. Introduction

pilepsy is a common neurological disorder 
after a stroke. The disease is characterized by 
dysfunction of brain neurons, which mani-
fests in the form of periodic and unpredict-
able seizure [1]. Researches have shown that 

brain function is affected by intestinal microbiota [6]. The 
natural gut flora play role by altering immune responses, 
producing essential metabolites and neurotransmitters [9]. 
These changes can subsequently effect on all pathways 
involved in neuronal stimulation and inflammation [10]. 
Elimination of the intestinal natural micro flora by the use 
of antibiotics will remove their beneficial effects [23-25]. 
The aim of this study was to investigate the effect of intes-
tinal natural micro flora removal on seizure susceptibility 
and seizure behavior modification with the use of probiotics 
in male Wistar rats.

2. Materials and Methods

This study was performed on 32 male Wistar rats with 
weight range 200-250 gr. The mice were prepared from the 
Razi Institute of Tehran. Animals were maintained under 
controlled temperature (22±2° C) and a 12:12-h light: dark 
cycle. The animals were randomly divided into four groups: 
(1) Control group, (2) Antibiotic group, (3) Probiotic group 
and (4) Antibiotic + probiotic group. To remove the micro 
flora, antibiotics (neomycin, ampicillin and metronidazole) 
for three weeks and for replacement of micro flora, probi-
otics (Lactobacilli casei, Lactobacillus acidophilus and Bi-
fidobacterium bifidum) for four weeks were administered 
[26, 27]. Seizures were performed by intraperitoneal injec-
tion of pentylene tetrazole (45 mg/kg). The time between 
injection of pentylene tetrazole and the start of the second 
also fifth stage of seizures, the length of time the animals 
are in stage five seizure and Maximum seizure stage, mea-
sured as an important indicator of seizure behavior [28]. 
The micro flora was examined by the MRS Agar medium 
and the Pure Plate method [27]. The data were statistically 
analyzed in Graph Pad Prism v. 8.

3. Results

The results of this study showed that the use of antibi-
otics lead to decrease the number of intestinal bacteria 
(P<0.0001), increased the severity and stability of seizure 
stages (P<0.05) and decreased the time delay of seizure 
onset (P<0.05) compared to the control group. Probi-
otic consumption by modifying the intestinal micro flora 

(P<0.0001) reduced the severity of seizure and increased 
the time delay of seizure onset (P<0.05).

4. Discussion 

The results of the present study showed that the use of an-
tibiotics reduces the beneficial bacteria in the gut, including 
lactobacillus and bifidobacteria. Similarly, other colleagues 
achieved these results [26, 29]. Antibiotic treatment also 
increased the severity of seizures and reduced the time re-
quired for seizures to occur in the seizure model caused by 
pentylene tetrazole. This means that removing the natu-
ral intestinal flora can subsequently eliminate the effects 
of beneficial bacteria. For example, Jesus-Servando et al. 
showed that chronic stress can facilitate epilepsy in an ani-
mal model by altering the gut microbial profile [40]. Xie et 
al. reported that ketogenic diets alter intestinal microbiome 
in resistant epileptic children [41]. 

Comparison of bacterial colony counts in rat feces showed 
that taking probiotic supplements, a mixture of lactobacil-
lus and bifidobacteria, could restore the population of natu-
ral intestinal flora lost due to antibiotic treatment. Allori et 
al. in the animal and Plummer et al. in the human model 
proved that taking probiotic supplements could restore the 
bacteria removed from the gut [27, 31]. Comparison of sei-
zure behavior parameters in different groups showed that 
the use of probiotic supplementation moderated the seizure 
behavior. Similar to the present study, Bagheri and her col-
leagues reported a reduction in pentylene tetrazole-induced 
Kindling attacks due to probiotic use [44]. 

5. Conclusion

It seems that elimination of micro flora has the potential to 
induce seizures, which can be compensated by administra-
tion of probiotics.
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زمینه و هدف صرع یک اختلال شایع مغزی است. عملکرد مغز می‌تواند تحت تأثیر میکروفلور طبیعی روده باشد. میکروفلورطبیعی روده 
نقش اساسی در تعدیل پاسخ‌های ایمنی، تولید متابولیت‌های ضروری و میانجی‌های عصبی ایفا می‌کند. این توانایی‌ها می‌تواند با حذف 
میکروفلور، به واسطه مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها مختل‌شود. هدف مطالعه حاضر بررسی اثر حذف میکروفلور طبیعی روده بر استعداد ابتلا به 

تشنج و تعدیل رفتار تشنجی با مصرف پروبیوتیک‌های جایگزین در موش‌های صحرایی نر نژاد ویستار است. 

مواد و روش ها این مطالعه روی 32 سر موش صحرایی نر نژاد ویستار با محدوده وزنی 200 تا 250 گرم انجام شد. حیوانات به چهار 
گروه تقسیم‌بندی شدند: گروه کنترل، گروه آنتی‌بیوتیک، گروه‌پروبیوتیک و گروه آنتی‌بیوتیک + پروبیوتیک. جهت حذف میکروفلور، 
آنتی‌بیوتیک‌ها به مدت سه هفته و جهت جایگزینی میکروفلور، پروبیوتیک‌ها به مدت چهارهفته تجویز شد. ایجاد تشنج با تزریق 
درون‌صفاقی پنتیلن‌تترازول انجام شد. بررسی میکروفلوردر محیط MRS Agar و با روش پور‌پلیت صورت گرفت. اطلاعات به‌دست‌آمده 
 .)P<0/05( با استفاده از نرم‌افزارگراف پد نسخه 8 و آزمون آنالیز واریانس یک‌طرفه و پس‌آزمون توکی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت

ملاحظات اخلاقی این پژوهش در کمیته اخلاقی دانشگاه علوم‌پزشکی اراک با کد IR.ARAKMU.REC.1395.176 تصویب شده است. 

افزایش شدت و  باعث  باکتری‌های روده شد )P<0/0001(. همچنین  آنتی‌بیوتیک‌ها موجب کاهش در تعداد  یافته ها مصرف 
پایداری مراحل تشنج )P<0/05( وکاهش تأخیر زمان شروع تشنج )P<0/05( در مقایسه با گروه کنترل شد. مصرف پروبیوتیک 

 .)P<0/05( شدت تشنج را کاهش و تأخیر زمانی شروع تشنج را افزایش داد )P<0/0001( با تعدیل میکروفلور روده

نتیجه گیری حذف میکروفلور باعث استعداد ابتلا به تشنج شده واین عارضه با مصرف پروبیوتیک قابل جبران است. 

کلیدواژه‌ها: 
میکروفلور، پروبیوتیک، 

تشنج، موش صحرایی
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مقدمه

صرع دومین اختلال شایع عصبی بعد از سکته مغزی است 
آن  به  دنیا  سرتاسر  در  نفر  میلیون   65 از  بیش  امروزه  که 
مبتلا هستند ]1[. صرع درواقع اختلالی در عملکرد نورون‌های 
مغز است که به صورت رفتارهای تشنجی دوره‌ای و غیرقابل 
بسیاری  شواهد   .]2[ می‌کند  پیدا  بروز  فرد  در  پیش‌بینی 
مبنی بر ارتباط بین صرع با میانجی‌های عصبی ]3[، استرس 
اکسیداتیو ]4[ و التهاب ]5[ وجود دارد. امروزه در 70 درصد 
را  تشنجی  حملات  می‌توان  استاندارد  درمان‌های  با  موارد 
کنترل کرد، ولی در حدود 30 درصد بیماران دچار عود تشنج 
به شیوع  با توجه  این رو  از  یا عوارض دارویی می‌شوند ]1[. 

مطالعه‌ای  هر  انجام  آن  از  ناشی  مشکلات  و  بیماری  بالای 
جهت درمان و یا کاهش عوارض ضروری به نظر می‌رسد.

تأثیر  تحت  مغز  عملکرد  داده‌اند  نشان  قبلی  مطالعات   
میکروبیوتای روده است ]6[. میکروبیوتای روده ترکیب گسترده‌ای 
از گونه‌های مختلف میکروبی است که در مجاری گوارشی مستقر 
هستند. این میکروب‌ها فیزیولوژی طبیعی بدن را تحت تأثیر قرار 
داده و قادرند حساسیت میزبان به بیماری‌ها را تغییر دهند ]7[. 
محور میکروبیوتا روده مغز یک ارتباط دوطرفه از طریق سیستم 
ایمنی‌، عصبی، اندوکرین و متابولیک دارد ]8[. همچنین نقش 
اساسی در تعدیل نفوذپذیری روده در راستای تغییر پاسخ‌های 
ایمنی، تولید متابولیت‌های ضروری و میانجی‌های عصبی است 
در  دخیل  مسیرهای  تمام  می‌تواند  متعاقباً  تغییرات  این   .]9[

1. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.
2. گروه زیست شناسی جانوری، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران.

3. گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک، ایران.
4. گروه فیزیولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم‌پزشکی اراک، اراک، ایران.

اثر حذف میکروفلور طبیعی روده بر استعداد ابتلا به تشنج در موش‌های صحرایی نر نژاد ویستار
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تحریک‌پذیری نورونی و التهابی را تحت تأثیر قرار دهد ]10[. 

تعدادی از گونه‌های باکتریایی موجود در فلور طبیعی روده، به 
طور بالقوه مضر محسوب می‌شوند که علت این مسئله توانایی 
فعال‌سازی  یا  مخاطی  تهاجم  توانایی  سموم،  تولید  در  آن‌ها 
کارسینوژن‌ها و ایجاد پاسخ‌های التهابی است، اما امروزه با تجویز 
پروبیوتیک‌ها ‌‌در نوزادان و بزرگسالان موجب تغییر در پروفایل 
میکروبی و نهایتاً فعالیت‌های متابولیکی روده می‌شوند ]11[. این 
باکتری‌ها که عمدتاً از منابع انسانی هستند، به عنوان باکتری‌های 
غیر بیماری‌زا محسوب می‌شوند. از ویژگی‌های آن‌ها در ارتباط 
با سیستم عصبی می‌توان به تغییر تون گابائرژیک ]12[، کاهش 
پیش‌فاکتورهای التهابی، افزایش فاکتورهای ضدالتهابی ]13[ و 

ظرفیت آنتی‌اکسیدانی اشاره کرد ]14[. 

اثبات شده ‌است که پروبیوتیک‌ها این عمل را از طریق افزایش 
مقاومت در برابر کلونیزاسیون پاتوژن‌های روده‌ای و حذف رقابتی 
آن‌ها انجام می‌دهند ]15[. از مهم‌ترین و گسترده‌ترین باکتری‌های 
و  لاکتوباسیل‌ها  خانواده  به  می‌توان  روده  از  جداشده  مفید 
بیفیدوباکتریوم‌ها اشاره کرد که به دلیل عدم ارائه پلی‌ساکارید در 
دیواره خود، قابلیت تحریک سیستم ایمنی را ندارند ]16[. تاکنون 
بیشتر مطالعات ضد‌التهابی در خصوص پروبیوتیک‌ها با استفاده 
از گونه‌‌های لاکتوباسیل و بیفیدوباکتریوم‌ها صورت گرفته ‌است 
]17[. یکی از دلایل استفاده این باکتری‌ها دخالت آن در بهبود 

التهاب‌ها، به‌ویژه التهاب روده است ]18[.

 بیفیدوباکتریوم‌ها، میکروارگانیسم‌های بی‌هوازی وگرم مثبت 
هستند که عمدتاً در کولن افراد بالغ و کودکان سکونت دارند. 
اطفالی که  از مدفوع  باکتری‌های جدا‌شده  از 90 درصد  بیش 
پس از تولد با شیر مادر تغذیه شده‌اند ]19[ و همچنین 3 تا 
5 درصد میکروفلور طبیعی روده افراد بالغ را بیفیدوباکتری‌ها 
بدون  بیفیدوباکتریوم‌ها  ترتیب  بدین   .]20[ می‌دهند  تشکیل 
شک یکی از باکتری‌های دائمی و ثابت میکروفلور طبیعی روده 
انسان هستند ]21[. ادعا شده است که چندین اثر سودمند، به 
خاطر حضور آن‌ها در کولن است ]22[. این توانایی‌های مطلوب 
برای محافظت از میزبان و مقاومت در برابر جایگزینی نامطلوب و 
ناخواسته پاتوژن‌ها می‌تواند با حذف میکروفلور طبیعی به واسطه 
دیگر  عبارت  به  شود [23-25].  مختل  آنتی‌بیوتیک‌ها  مصرف 
آنتی‌بیوتیک‌ها علاوه بر داشتن عوارض جانبی شناخته‌شده که به 
شکل مستقیم اثر می‌گذارد، همچنین می‌توانند به طور غیرمستقیم 
به‌ویژه  روده،  طبیعی  میکروفلور  در  اختلال  و  طریق حذف  از 
لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها، حساسیت میزبان به بیماری‌ها 
را دستخوش تغییر کنند. این موضوع ضرورت بررسی‌های بیشتر 
در خصوص برخی‌ بیماری‌های مقاوم به درمان همانند صرع را 
نشان می‌دهد. هدف مطالعه حاضر بررسی اثر حذف فلور طبیعی 
روده بر استعداد ابتلا به تشنج ناشی از پنتیلن‌تترازول و همچنین 
تعدیل حملات تشنجی با مصرف پروبیوتیک‌ها )لاکتوباسیل‌ها و 

بیفیدوباکتریوم‌ها( به عنوان جایگزین میکروفلور طبیعی روده در 
موش‌های صحرایی نر نژاد ویستار است. 

مواد و روش‌ها

این مطالعه به صورت تجربی روی 32 موش صحرایی نر بالغ از 
نژاد ویستار با محدوده وزنی 200 تا 250گرم انجام شد. موش‌ها 
از مؤسسه انستیتو رازی تهران تهیه شدند و در شرایط استاندارد 
تاریکی  چرخه  و  سانتی‌گراد  درجه   22±‌2 کنترل‌شده  )دمای 
روشنایی ‌12ساعته( نگهداری ‌شدند. حیوانات به طور تصادفی به 
چهار گروه تقسیم‌بندی شدند: گروه کنترل، گروه آنتی‌بیوتیک، 

گروه‌پروبیوتیک وگروه آنتی‌بیوتیک + پروبیوتیک.

تهیه پروبیوتیک

پروبیوتیک‌های مورد استفاده مخلوطی از سه سویه‌لاکتوباسیل‌کازئی، 
مؤسسه  از  بود  بیفیدوباکتریوم‌بیفیدوم  و  لاکتوباسیل‌اسیدوفیلوس 

تک‌ژن با نام تجاری پروویتا تهیه شده بود. 

تیمارها

بیفیدوباکتریوم‌ها  و  لاکتوباسیل‌ها  نقش  و  اهمیت  به  توجه  با 
در جمعیت میکروفلور طبیعی روده، نوع آنتی‌بیوتیک‌ها و محیط 
گروه‌های  شد.  انتخاب  گونه‌ها  این  اساس  بر  انتخابی  کشت‌های 
روده  طبیعی  فلور  حذف  جهت  به  آنتی‌بیوتیک  دریافت‌کننده 
)لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها( با سه آنتی‌بیوتیک نئومایسین، 
آمپی‌سیلین، مترونیدازول [27 ،26] با دُز یک گرم در یک لیتر آب 
آشامیدنی که به صورت یک روز درمیان تعویض‌ می‌شد، به مدت 
سه هفته تیمار شدند )گروه‌های 2 و 4(. گروه‌های دریافت‌کننده 
پروبیوتیک )گروه‌های 3 و 4(، پروبیوتیک‌ها را با دُز یک گرم )به 
 =CFU( در یک لیتر آب آشامیدنی )نسبت 333 میلی‌گرم از هر سوش
تعداد باکتری‌های قابل زیست در مقدار نمونه( که به صورت دوازده 
ساعت یک‌بار تعویض می‌شد به مدت چهار هفته دریافت‌کردند. 
ملاک مصرف پروبیوتیک‌ها، حجم آب مصرفی در نظر گرفته ‌شد 
که این حجم با اندازه‌گیری حجم آب باقی‌مانده پس از 24 ساعت و 
کسر آن از کل حجم ظرف محاسبه می‌شد. گروه کنترل هیچ‌گونه 
تیماری نداشت. تمامی گروه‌ها پس از اتمام زمان تیمار جهت ایجاد 
تشنج، تک دُز 45 میلی‌گرم برکیلوگرم پنتیلن‌تترازول را به صورت 

درون‌صفاقی دریافت کردند )تصویر شماره 1(.

تعیین تعداد کلنی لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها

همانند مطالعات قبلی برای اطمینان از عملکرد آنتی‌بیوتیک‌ها 
بیفیدوباکتریوم،  و  لاکتوباسیلوس  پروبیوتیک‌های  حذف  در 
همچنین جایگزینی آن‌ها با تیمار پروبیوتیکی )لاکتوباسیلوس 
مدفوع  در  موجود  باکتری‌های  شمارش  بیفیدو‌باکتریوم(،  و 
بعد از اتمام مدت‌زمان تیمار آنتی‌بیوتیک و نیز پس از تجویز 
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پروبیوتیک، از محیط کشت MRS Agar و روش پورپلیت استفاده 
شد ]27[. در این روش ابتدا یک گرم مدفوع توزین شده سپس 
در 9 میلی‌لیتر سرم فیزیولوژی استریل توسط شیکر به‌خوبی 
هوژنیزه شد. سپس تا رقت، عمل رقت‌سازی صورت گرفت و از 
هر رقت 100 میکرولیتر به پلیت استریل ریخته شد و به آن 13 
تا 15 میلی‌لیتر محیط کشت MRS Agar با دمای 45 تا 47 
درجه سانتی‌گراد اضافه شد و به صورت عدد 8 لاتین به‌خوبی 
مخلوط شد. سپس پلیت‌ها 72 ساعت در جار بی‌هوازی در دمای 
37 سانتی‌گراد اینکوبه شدند. تعداد کلنی‌ها در پلیت‌های قابل 
شمارش )بین 30 تا 300کلنی(، شمارش شد و در ضریب رقت، 

ضرب شد تا تعداد باکتری در گرم مدفوع به دست آید. 

بررسی رفتار تشنجی

پاسخ‌های تشنجی حیوان بر اساس تحقیقات قبلی به شکل زیر 
مورد بررسی قرارگرفت]28[: 

مرحله صفر= عدم پاسخ، مرحله اول: انقباض عضلات صورت و 
گوش‌ها؛ مرحله دوم: موج انقباضی بدن؛ مرحله سوم: پرش‌های 
به  افتادن  چهارم:  مرحله  پا؛  دو  روی  ایستادن  و  میوکلونیک 
پهلو؛ مرحله پنجم: افتادن به پشت و حملات عمومی تونیک و 
کلونیک. در این روش تأخیر زمانی بین تزریق پنتیلن‌تترازول و 
شروع مرحله دوم تشنج Stage Two Latency، همچنین تأخیر 
 Stage زمانی بین تزریق پنتیلن‌تترازول و شروع مرحله پنجم
Five Latency و مدت‌زمانی که حیوانات در مرحله پنج تشنج 
به سر می‌برند Stage Five Duration و حداکثر مرحله تشنج 
Seizure Stage به عنوان شاخص‌های مهم در رفتار تشنجی 

اندازه‌گیری شد.

تجزیه و تحلیل آماری

برای مقایسه میانگین و انحراف معیار استاندارد مراحل تشنج در 
گروه‌های مختلف از آزمون کروسکال‌والیس، برای مقایسه میانگین 
و انحراف معیار استاندارد تأخیر زمانی رسیدن به مراحل دو و 
پنج تشنج و مدت‌زمان پایداری مرحله پنج تشنج از آزمون آنالیز 
واریانس یک‌طرفه و پس‌آزمون توکی و برای مقایسه میانگین و 

انحراف معیار استاندارد تعداد کلنی باکتری‌ها از آزمون من‌ویتنی 
استفاده شد. برای انجام تمامی آزمون‌ها از نرم‌افزارگراف‌پد نسخه 8 
استفاده شد. سطح معنی‌داری P<0/05 در نظر گرفته ‌شد. در این 
مطالعه ملاحظات اخلاقی مربوط به کار با حیوانات آزمایشگاهی 
کمیته  مصوب   IR.ARAKMU.REC.1395.176 اخلاق  کد  با 

اخلاق دانشگاه علوم‌پزشکی اراک، رعایت شد.

یافته‌ها

مقایسه میانگین مراحل تشنج پس از تزریق دُز 45 میلی‌گرم 
بر کیلوگرم پنتیلن‌تترازول به صورت داخل‌صفاقی در گروه‌های 
تیماری مختلف نشان ‌داد تیمار سه‌هفته‌ای موش‌های صحرایی 
توسط آنتی‌بیوتیک‌های آمپی‌سیلین، نئومایسین و مترونیدازول 
در مقایسه با گروه کنترل )بدون تیمار آنتی‌بیوتیک( میانگین 
 P<0/05 مراحل تشنج را به شکل معنی‌داری افزایش داده است

)تصویر شماره 2(.

 میانگین مراحل تشنج درگروه تیمار‌شده با آنتی‌بیوتیک‌ که 
متعاقباً به مدت چهار هفته پروبیوتیک دریافت کرده بودند در 
مقایسه با گروه تیمار آنتی‌بیوتیک کاهش معنی‌داری نشان‌داد 
)P<0/01( )تصویر شماره 2(. میانگین مراحل تشنج گروه تیماری 
کاهش  آنتی‌بیوتیک  تیماری  گروه  با  مقایسه  در  پروبیوتیک 

معنی‌داری نشان‌داد )P<0/01( )تصویر شماره 2(. 

گروه  در  تشنج  دوم  مرحله  شروع  تأخیر  زمان  میانگین 
افزایش  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  پروبیوتیک  مصرف‌کننده 
همچنین  شماره 3(.  )تصویر   )P<0/05( نشان ‌داد  معنی‌داری 
گروه  در  تشنج  دوم  مرحله  شروع  برای  تأخیر  زمان  میانگین 
مصرف‌کننده پروبیوتیک در مقایسه با گروه تیماری آنتی‌بیوتیک 
افزایش   )P<0/05( پروبیوتیک   + آنتی‌بیوتیک  و   )P<0/01(
معنی‌داری نشان داد )تصویر شماره 3(. مقایسه زمان تأخیر شروع 
مرحله پنجم تشنج در گروه تیمار آنتی‌بیوتیک در مقایسه با گروه 
کنترل کاهش معنی‌داری نشان‌داد )P<0/05( )تصویر شماره 4(. 
 )P<0/05( همچنین این زمان در گروه مصرف‌کننده پروبیوتیک
با گروه  آنتی‌بیوتیک + پروبیوتیک در مقایسه  و گروه تیماری 
آنتی‌بیوتیک افزایش معنی‌داری نشان‌داد )P<0/05( )تصویر شماره 

تصویر 1. نمودار زمانی تیمار آنتی‌بیوتیک و پروبیوتیک و سپس القای تشنج، )یک هفته فاصله بین اتمام تیمار آنتی‌بیوتیک و تزریق پنتیلن‌تترازول جهت حذف اثرات 
مستقیم آنتی‌بیوتیک‌ها بر تشنج در نظرگرفته شد(. 
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4(. میانگین زمان پایداری مرحله پنجم تشنج در گروه تیمارشده 
با آنتی‌بیوتیک + پروبیوتیک در مقایسه با گروه کنترل )0/05( و 
گروه آنتی‌بیوتیک )P<0/01( کاهش معنی‌داری نشان‌داد )تصویر 
شماره 5(، همچنین زمان مذکور در گروه تیماری پروبیوتیک 
در مقایسه با گروه تیماری آنتی‌بیوتیک کاهش معنی‌داری نشان 
داد )P<0/05( )تصویر شماره 5(. مقایسه میانگین تعداد کلنی 
باکتری‌ها در مدفوع گروه تیمارشده با آنتی‌بیوتیک )تصویر شماره 
با گروه کنترل )تصویر شماره C-6( کاهش  B-6( در مقایسه 
معنی‌داری نشان داد )P<0/0001(، همچنین مقایسه میانگین 
تعداد کلنی باکتری‌ها در مدفوع گروه تیمار شده با آنتی‌بیوتیک + 
پروبیوتیک )تصویر شماره A-6( در مقایسه با گروه آنتی‌بیوتیک 
.)‌P<0/0001( افزایش معنی‌داری نشان ‌داد )B-6 تصویر شماره(

مقایسه میانگین و انحراف معیار استاندارد مراحل تشنج در 
گروه‌های مختلف با استفاده از آزمون کروسکال‌والیس نشان داد 
گروه تیمارشده با آنتی‌بیوتیک در مقایسه با گروه کنترل افزایش 
معنی‌داری در مراحل تشنج داشته است )P<0/05(. همچنین 
گروه  و   )P<0/01( پروبیوتیک   + آنتی‌بیوتیک  تیماری  گروه 
مصرف‌کننده پروبیوتیک )P<0/01( در مقایسه با گروه تیمارشده 

با آنتی‌بیوتیک کاهش معنی‌داری در مراحل تشنج داشته‌ است. 

مقایسه میانگین به علاوه انحراف معیار استاندارد زمان تأخیر 
برای شروع مرحله دو تشنج در گروه‌های مختلف با استفاده از 
نشان ‌داد  توکی  پس‌آزمون  و  یک‌طرفه  واریانس  آنالیز  آزمون 
مصرف‌کننده  گروه  در  تشنج  دوم  مرحله  شروع  تأخیر  زمان 
پروبیوتیک در مقایسه با گروه کنترل، افزایش معنی‌داری داشته 
است )P<0/05(. همچنین زمان تأخیر شروع مرحله دوم تشنج 
در گروه تیمار پروبیوتیک در مقایسه با گروه‌های آنتی‌بیوتیک 
افزایش  پروبیوتیک   + آنتی‌بیوتیک  تیماری  گروه  و   )P<0/01(

 .)P<0/05( معنی‌داری نشان می‌دهد

مقایسه میانگین و انحراف معیار استاندارد زمان تأخیر برای 
شروع مرحله پنج تشنج در گروه‌های مختلف با استفاده از آزمون 
آنالیز واریانس یک طرفه و پس‌آزمون توکی نشان ‌داد زمان تأخیر 
شروع مرحله پنجم تشنج در گروه تیمار با آنتی‌بیوتیک در مقایسه 
با گروه کنترل کاهش معنی‌دار داشته ‌است )P<0/05(. این زمان 
تیماری  گروه  و   )P<0/05( پروبیوتیک  مصرف‌کننده  گروه  در 
آنتی‌بیوتیک + پروبیوتیک )P<0/05( در مقایسه با گروه تیمار 
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تصویر 2. اثر تیمارآنتی‌بیوتیک و پروبیوتیک بر مراحل تشنج، در تمامی گروه‌ها 
n=8 است. 
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تصویر 4. اثر تیمارآنتی‌بیوتیک و پروبیوتیک بر تأخیر شروع مرحله پنج تشنج، 
در تمامی گروه‌ها n=8 است. 
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تصویر 5. اثر تیمارآنتی بیوتیک و پروبیوتیک بر پایداری مرحله پنج تشنج، در 
تمامی گروه‌ها n=8 است. 
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تصویر 3. اثر تیمارآنتی‌بیوتیک و پروبیوتیک بر تأخیر شروع مرحله دو تشنج، 
در تمامی گروه‌ها n=8 است.
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آنتی‌بیوتیک افزایش معنی‌داری نشان داده است. 

پایداری  زمان  استاندارد  معیار  انحراف  و  میانگین  مقایسه 
مرحله پنج تشنج در گروه‌های مختلف با استفاده از آزمون آنالیز 
واریانس یک‌طرفه و پس‌آزمون توکی نشان ‌داد زمان توقف در 
پروبیوتیک  آنتی‌بیوتیک +  با  تیمارشده  مرحله پنجم در گروه 
در مقایسه با گروه کنترل )P<0/05( و همچنین در مقایسه با 
.)P<0/05( گروه آنتی‌بیوتیک کاهش معنی‌داری نشان ‌داده است

زمان توقف در مرحله پنجم در گروه مصرف‌کننده پروبیوتیک در 
مقایسه با گروه تیمارشده با آنتی‌بیوتیک کاهش ‌معنی‌داری نشان‌ 

 .)P<0/05( داده است

مقایسه میانگین تعداد کلنی باکتری‌ رشد پیداکرده در محیط 
MRS Agar با استفاده از آزمون من‌ویتنی نشان داد گروه تیمارشده 
با آنتی‌بیوتیک )تصویر شماره Cfu/gr ،)B-6 230، در مقایسه با گروه 
کنترل )تصویر شماره ufC/rg ،)C-6 107*210 کاهش‌ معنی‌داری 
در تعداد کلنی باکتری داشته‌است )P<0/0001(. همچنین مقایسه 
 MRS پیداکرده در محیط باکتری‌ها رشد  تعداد کلنی  میانگین 
Agar نشان ‌داد گروه تیمارشده با آنتی‌بیوتیک+پروبیوتیک )تصویر 
شماره ufC/rg )A-6 107*27، در مقایسه با گروه تیمارشده با 
تعداد  در  معنی‌داری  افزایش   )B-6 تصویر شماره( آنتی‌بیوتیک 

.)P<0/0001( کلنی باکتری داشته است

بحث

نتایج مطالعه حاضر نشان ‌داد مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها موجب 
و  لاکتوباسیل‌ها  جمله  از  روده  مفید  باکتری‌های  کاهش 
بیفیدوباکتریوم‌ها می‌شود؛ به گونه‌ای که شمارش کلنی باکتری‌ها 
با گروه کنترل  در گروه مصرف‌کننده آنتی‌بیوتیک در مقایسه 
کاهش معنی‌داری نشان ‌داد. همچنین تیمار آنتی‌بیوتیک باعث 
افزایش شدت حملات تشنج و نیزکاهش زمان لازم برای شروع 
شد؛  پنتیلن‌تترازول  از  ناشی  تشنج  مدل  در  تشنجی  حملات 
به طوری که بین گروه‌های تیمارشده با آنتی‌بیوتیک و کنترل 
پارامترهای موردمطالعه رفتار تشنجی،  اختلاف معنی‌داری در 

مشاهده شد. در مقابل مصرف مکمل پروبیوتیک موجب افزایش 
و  )لاکتوباسیل‌ها  روده  مفید  باکتری‌های  تعداد  در  معنی‌داری 
آنتی‌بیوتیک  با  تیمارشده  گروه  در  به‌ویژه  بیفیدوباکتریوم‌ها(، 
شد و به همین ترتیب مصرف پروبیوتیک توانست از یکسو رفتار 
تشنجی را درحالت طبیعی تعدیل کند و از سوی دیگر با جبران 
باعث  آنتی‌بیوتیک،  به واسطه مصرف  ازدست‌رفته  باکتری‌های 
کاهش رفتار تشنجی، به معنی کاهش شدت حملات تشنجی، 
کاهش  و  تشنج  مراحل  شروع  در  تأخیر  زمان‌های  افزایش 

مدت‌زمان پایداری تشنج شود. 

تعادل  آنتی‌بیوتیک‌ها  مصرف  محققان،  یافته‌های  اساس  بر 
میکروفلور طبیعی روده را دچار اختلال می‌کند [30 ،29]. چه در 
مطالعات انسانی و چه حیوانی نشان داده شده جمعیت باکتری‌های 
مفید روده، به‌ویژه لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها در اثر مصرف 
آنتی‌بیوتیک‌ها به طور قابل ملاحظه‌ای کاهش می‌یابند [29 ،27]. 
طبق اطلاعاتی که در قسمت یافته‌ها درج شده است ما نیز در این 
بررسی به نتایج مشابهی دست یافتیم. نتایج ما بیانگر کاهش قابل 
ملاحظه باکتری‌های روده‌ای )لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها( 

در اثر مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها بود. 

 مقایسه شمارش کلنی باکتری‌ها در مدفوع موش‌های صحرایی 
از گونه‌های  نشان ‌داد مصرف مکمل پروبیوتیک که مخلوطی 
لاکتوباسیل‌ و بیفیدوباکتریوم‌ است، می‌تواند جمعیت فلور طبیعی 
روده را که به علت تیمار آنتی‌بیوتیکی از دست رفته، بازگرداند. 
گزارش  را  یکسانی  نتایج  پژوهش  این  با  همسو  نیز  دیگران 
کردند. به طور مثال آلوری و همکارانش در سال 2000 در مدل 
حیوانی نشان دادند تیمار جوندگان با باسیلوس کازئی موجود 
در دوغ، قادر است میکروبیوتای روده را برگرداند ]31[. علاوه 
بر این پلومر و همکارانش در سال 2005 اثبات کردند مصرف 
مکمل پروبیوتیک در بیماران تیمار‌شده با آنتی‌بیوتیک می‌تواند 

جبران‌کننده باکتری‌های حذف‌شده از روده باشد ]27[.

 تاکنون بسیاری از مطالعات شواهدی را مبنی بر نقش فلور 
طبیعی روده در عملکرد سیستم عصبی مرکزی ارائه کرده‌اند 
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[34-32]. در میان آن‌ها برخی یافته‌ها درباره نقش میکروبیوم 
روده در صرع و حملات تشنجی هستند ]35[. در این راستا، 
نتایج ما نشان داد حذف یا کاهش تعداد باکتری‌های روده به‌ویژه 
لاکتوباسیل‌ها و بیفیدوباکتریوم‌ها استعداد ابتلا به تشنج را افزایش 
می‌دهد. بدین صورت که حذف یا کاهش فلور طبیعی روده به 
واسطه مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها از یکسو موجب افزایش فازهای 
تشنج و از سوی دیگر باعث کاهش مدت‌زمان تأخیر برای رسیدن 
به مراحل تشنج در گروه مصرف‌کننده آنتی‌بیوتیک در مقایسه 
بیانگر حذف  نتایج،  دو سری  بود که هر  کنترل شده  گروه  با 
اثرات مفید فلور طبیعی روده متعاقب حذف این باکتری‌هاست. 
به عبارت دیگر میزبان از اثرات مفید فلور طبیعی روده همانند 
دخالت در تعدیل میانجی‌های عصبی ]36[ و خواص ضد‌التهابی 
]37[ محروم شده‌ است. بدین مفهوم که نقص فلور طبیعی روده، 

خود می‌تواند دلیلی بر ایجاد بیماری یا تشدید آن باشد.

بررسی‌های قبلی نیز تغییر فلور طبیعی روده را در بیماران 
صرعی بیان داشته‌اند [39 ،38]. به عنوان مثال مدل ماتوس و 
همکارانش در سال 2018 نشان دادند که استرس مزمن از طریق 
تغییر پروفایل میکروبی روده می‌تواند صرع‌زایی را در مدل حیوانی 
تسهیل کند ]40[. زی و همکارانش در سال 2017 گزارش کردند 
که رژیم غذایی کتوژنیک موجب تغییر میکروبیوم روده در کودکان 
صرعی مقاوم به درمان می‌شود ]41[. یافته‌های مطالعه حاضر 
به طور مشابه نشان داد که مصرف مکمل پروبیوتیکی توانسته 
است با تغییر در جمعیت باکتری‌های روه، حملات تشنجی را 

دستخوش تغییر کند.

زنده  میکروارگانیسم‌های  عنوان  به  پروبیوتیک‌ها  امروزه 
قرار  تأثیر  تحت  را  روده  میکروبیوتای  فعالیت  و  ترکیبات  که 
رفتار  پارامترهای  مقایسه   .]42[ شده‌اند  پذیرفته  می‌دهند، 
تشنجی در گروه‌های مختلف نشان داد مصرف مکمل پروبیوتیک 
را چه در حالت طبیعی و چه در مورد مصرف‌  رفتار تشنجی 
آنتی‌بیوتیک تعدیل کرده است؛ بدین ترتیب که مراحل تشنج 
در گروه‌های مصرف‌کننده پروبیوتیک در مقایسه با گروه کنترل 
و تیمار آنتی‌بیوتیک کاهش معنی‌داری نشان داد. همچنین این 
مکمل موجب افزایش زمان تأخیر در شروع مراحل تشنج در گروه 
های ذکرشده نیز شد. دیگران نیز تغییر رفتار تشنجی در مقابل 
تغییر میکروفلور را اثبات کرده‌اند ]30[. ژانگ و همکارانش 2018 
نشان‌دادند رژیم غذایی با تغییر فلور طبیعی روده در بچه‌های 
مقاوم به درمان می‌تواند شاخص‌های رفتار تشنجی را کاهش 
دهد ]43[. باقری و همکارانش کاهش حملات کیندلینگ ناشی 
از پنتیلن ‌تترازول را در اثر مصرف پروبیوتیک گزارش کردند و 
آن را به بهبود شاخص‌های آنتی‌اکسیدانی توسط پروبیوتیک‌ها 
نسبت دادند ]44[. پژوهش‌ها، نتایج حاصل را به کاهش عوامل 
التهابی، افزایش تون گابائرژیک و ظرفیت آنتی‌اکسیدانی که از 
اثرات مفید پروبیوتیک‌هاست، نسبت داده‌اند [47-45]. مجموع 
نتایج ذکرشده به همراه یافته‌های حاضر پیشنهاد می‌کند که 

تغییر میکروفلور طبیعی روده به دلایل مختلف، همانند مصرف 
آنتی‌بیوتیک‌ها در مطالعه حاضر، موجب استعداد ابتلا به تشنج 
می‌شود. همچنین به طور جالب توجهی مطالعه ما نشان داد 
مصرف پروبیوتیک‌ها با ترمیم جمعیت باکتری‌های روده، تعدیل 

حملات تشنجی را در پی داشته است. 

نتیجه‌گیری 

با مطالعه شواهد موجود، به نظر می‌رسد حذف فلور طبیعی 
روده موجب استعداد ابتلا به تشنج می‌شود و مصرف پرو‌بیوتیک‌ها 
می‌تواند با تغییر پروفایل میکروبی روده از ابتلای افراد به تشنج 
و صرع جلوگیری کند و یا آن را تخفیف دهد. بررسی اثر حذف 
بیماری‌های  به‌ویژه  دیگر  بیماری‌های  بر  روده  طبیعی  فلور 
عصب‌شناختی و مقاوم به درمان، همچنین بررسی اثر گونه‌های 

مختلف پروبیوتیک به عنوان مکمل درمان پیشنهاد می‌شود.
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