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Abstract

Aim: The aim of this study was to determine multidisciplinary whether Urolithin-a (Ur-a), which has
functional food properties, can be effective as a natural treatment agent in calves with non-infectious
diarrhea. Materials and Methods: For this purpose, neonatal calves with diarrhea aged 1 to 28 days
and 40 calves selected with non-infectious etiology were included in the study. An algorithm based on
microbiological, parasitological and virological laboratory tests was used for differential diagnosis
between infectious and non-infectious diarrhea. Stool scoring was done on a scale from 0 (normal
consistency) to 3 (liquid form). Ur-a was administered orally at a dose of 50 mg/kg for 10 consecutive
days without any side effects. Results: With regard to Ur-a administration, fecal scores (mean+standard
deviation) decreased to 0 compared to the previous baseline values of 1.826 + 0.242 (p < 0.01).
Conclusion: The obtained data may indicate that these preliminary results may have the efficacy of
Ur-a in supporting gastrointestinal health in calves with non-infectious diarrhea. The need for further
studies will be the aim of our next study.

Oz

Amag: Bu aragtirmada amag, fonksiyonel gida &zelligine sahip olan Urolithin-a' (Ur-a)’nin enfeksiyz
olmayan ishalli buzagilarda dogal tedavi katilimcisi olarak etki edip edemeyecegini multidisipliner
olarak tespit etmektir. Gere¢ ve Yontem: Bu amagla 1 ila 28 giinliik ishalli neonatal buzagilar
arasindan segilerek, non-enfeksiy6z etiyolojiye sahip olan 40 buzagi caligmaya dahil edildi. Enfeksiyoz
ve enfeksiyoz olmayan ishaller arasinda ayirici tani i¢in mikrobiyolojik, parazitolojik ve virolojik
laboratuvar testlerine dayali bir algoritma kullanildi. Digk1 puanlamasi 0 (normal kivam) ile 3 (sivi
form) arasinda bir dlcekle yapildi. Ur-a, herhangi bir yan etki olmaksizin 10 ardisik giin boyunca 50
mg/kg dozunda oral yoldan uygulandi. Bulgular: Ur-a uygulamasina iliskin olarak diski skorlari
(ortalamatstandart sapma) 6nceki baslangi¢ degerleri olan 1.826 +0.242'ye (p < 0,01) kiyasla 0'a diistil.
Sonug: Elde edilen veriler, bu 6n sonuglarin non-infeksiyoz ishalli buzagilarda Ur-a'nin gastrointestinal
saghgi destekleyici etkinligine sahip olabilecegini gosterebilir. ileriki calismalarin gerceklestirilmesi
gerekliligi, bir sonraki ¢aliymamizin amaci olacaktir.
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GIRIS

Son on yilda yasam siiresi 6nemli dl¢iide uzamisken,
saglikli yasam siiresi, yani iyi saglik durumunda
gecen siire, ayni hizda artmamistir (1). Bu nedenle,
yaslanma siireclerini geciktirme veya tersine ¢evirme
ve bdylece yaslanmaya baglhi hastaliklarin
baslangicin1 geciktirerek saglikli yasam siiresini
optimize etme potansiyeline sahip bilesikler test
edilmektedir (2-5).

Nar (6), ceviz (7) ve ahududu (8) gibi bitkiler
ellajitanninler acisindan zengindir. Ellajitanninler
bagirsakta ellajik aside hidrolize edilir ve daha sonra
iirolitinlere metabolize edilir. Uretim miktari
metabolik fenotiplere bagli olarak degisiklik gosterir
ve kronolojik yas ile azalir (9). Ayrica,
ellajitanninlerin ve ellajik asidin metabolizmasi
bagirsak mikrobiyota kompozisyonundan etkilenir.
Ornegin, Bifidobacterium pseudocatenulatum INIA
P815 (10) ve Enterococcus faecium FUA027 (11) Ur-
a  uretirken, Ellagibacter isourolithifaciens
DSM104140T (12, 13) ve Gordonibacter
urolithinfaciens DSM 27213T izotirolitin A ve
iirolitin C iretir (14). Yetiskinlerin yaklasik %401,
bir bardak nar suyu tiikettikten 24 saat sonra Ur-a
iretme kapasitesine sahiptir. Buna karsilik, dogrudan
500 mg Ur-a takviyesi, bir bardak nar suyuna kiyasla
plazmada alt:1 kat daha yiiksek Ur-a seviyelerine
neden olmustur (15). Ur-a takviyesinin, ¢esitli hayvan
modellerinde saglikli yasam siiresini gelistirdigi
gosterilmistir (16). Ur-a takviyesinin, yasa bagh
disfonksiyonel ~ mitokondri  birikimini ve kas
fonksiyonundaki diisiisii 6nleyerek Caenorhabditis
elegans ve kemirgenlerde saglikli yasam siiresini
iyilestirdigi gosterilmistir 7). Ayrica,
Caenorhabditis elegans'in yasam siiresini %45 (17)
ve orta yash farelerin yasam siiresini %18,5 (18)
uzatmigtir. Bu c¢aligmada saha kosullarinda non-
infeksiydz ishalli buzagilarda oral yolla uygulanan
yem katki maddesi ve mitokondri yenileyici Ur-a’nin
digk1 skorlar1 iizerine etkinliginin belirlenmesi
amagclandi.

MATERYAL VE METOT
Hayvan Materyali

Arastirmamizda Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi ¢ Hastaliklar1 Ana
Bilim Dalina getirilen neonatal ishalli (akut ishal),
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1-28 giinliik yasta ve point of care-hasta basi hizli
test kitleri vasitasiyla infeksiyéz hastaliklarin (E.
coli, Rotaviriis, Koronavirus, Cryptosporidium, CI.
perfiringens) tanis1 diglanmis: her iki cinsiyetten 40
buzagi olusturdu. Bovid-5 (Bionote/Giiney Kore)
kat1 fazli immunokromatografi yontemi ile ¢aligsan
hizli test kitleri araciligiyla tam1 konulan olgular
enfekte olarak triyaj kapsaminda ayiklanmis ve
¢alisma kapsamina alinmamastir.

Calismamiz Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)
tarafindan 27/10/21 tarihinde 64583101/2021/146
referans numarasiyla onaylanmistir.

Diski Skorlandirmasi

Buzagilarda digki1  skorlamasi  0-3  arasinda
degerlendirilmis olup O=normal kivam, 1=yari-kati,
pastoz form, 2= biitlinliglinii ve formunu kaybetmis
diski ve 3=sulu diski seklinde ele alinmistir. Digk1
skorlamasi 2 veya 3 olanlar ishal yoniinden pozitif
kabul edilmistir (19). Skorlamalarda Man Whitney
U testinde yararlanilmis olup, p<0,01 anlamh
degisim olarak degerlendirilmistir.

Non-Enfeksiyoz ishal Tams1 Dislama ve Dahil
Edilme Kriterleri

Non-enfeksiy6z ishal tanisina yonelik algoritma (20)
(Tablo 1) bu ¢alismada adapte edilmistir. Bu sayede
enfeksiyoz ile non-enfeksiyoz ishal ayirici tanisina
yaklagimin sergilenmesi miimkiin kilinmistir. Hasta
bast hizli test kitlerinin yam1 sira tablo 2’de
gosterildigi hali ile algoritma dahilinde fekal antijen,
mikrobiyoloji, parazitoloji ve PCR tanisal destekleri
dahilinde enfeksiydz tiim buzagilar ¢calisma disinda
tutulmusgtur.

Tablo 1 ’de sunuldugu iizere histolojik yoklama
(fekal smear ile yeterli hiicre dahilinde), fekal antijen
(hizli tanisal test kitleri), mikrobiyolojik (izolasyon
ve identifkasyon ile bakteriyel cogalma tanisi,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) [parazitolojik
yonden Dog¢. Dr. Adnan AYAN destegi ile]) ve
klinik parazitolojik muayeneler gegerli kilinmigtir.

Uygulanan Nutrasotik Miistahzar ve Ozellikleri

Calismamizda kullanilan nutrasotik miistahzara
iligkin prospektiis verisi asagida Tablo 2’de sunuldu.
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Tablo 1. Buzagi ishalinin yaygim nedenleri igin baslangig yas1 ve tanisal testlerin faydast ile dislama kriterleri (20).

Hastalik Yas

Tanisal test

hafta

4 6 Histoloji
hafta | hafta

Fekal Mikrobiyoloji Parazitoloji PCR
antijen

E.coli-K99

E.coli-diger R

Rotaviriis W

Kriptosporidium '

Salmonella spp.

Koronaviriis

Koksidia

Nematodlar

Adenoviriis

Y.pseudotuberkiilozis

=
ﬁ
=

BVD

Asidozis

Nutrisyonel

|| Test kesin tanty1 saglayabilir.

[ Test yararli degil veya rutin olarak mevcut degil

Test diger testlerle birlikte taniya katkida bulunabilir

Tablo 2. Buzagi ishalinin yaygin nedenleri igin baglangic yasi ve tanisal testlerin faydasi ile diglama

Nutrasotik Miistahzar

icerik

-Her 1 ml icin

Non-enfeksiydz diyareik buzagilarda

-Buza@1 basina uygulama yolu ve dozu
(cahsma takvivimize gore)

UROLITHIN A
MITOCHONDRIA SUPPORT

Pomegranate extract & Resveratrol
3000 mg

[Marka ismi: [DQQI]

Urolithin-a 3000 mg

Nar ekstrakt1 500 mg
Resveratrol 300 mg
Vitamin C 20 mg
Collagen peptidler 180 mg

Urolitin-A* 50 mg/kg oral yolla 10 giin
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BULGULAR

Non-enfeksiydz ishalli buzagilarn Ur-a uygulamasi
oncesi (0. giin) ve sonrasi (10. giin) fekal skorlama
cizelgesi, ortalamatstandart hata seklinde asagida
Tablo 3°de sunuldu.

Olgu ve Fekal Skorlama Gorselleri
Calisma kapsamina alinan buzagilardan bazilarinda

mevcut gorsellerin dijital kalitesi ve ¢ozintrliklerine
gore secilenler agsagida sekil 1-3 arasi sunuldu.

'3,
{

oncesi, esnasinda ve sonrasi digki skorlarini yansitmakta.

Tablo 3. Non-enfeksiydz ishalli buzagilarda Ur-a
uygulamasi Oncesi ve sonrasi ortalamatstandart
sapma yoniinden mukayeseli degerlendirme.

Non-enfeksiyoz ishalli buzagilarda

Ur-a éncesi

Ur-a sonrast

Fekal skorlama

1,826+0,2422

Ob

a,b: Her degiskene ait alt gruplar arasinda ayni satirda farkli harf tasiyan
ortalamalar arasi farklar onemlidir (p<0.01).

C o\\¥
PONSAE— L&\

Sekil 2. Calisma kapsamina dahil edilen buzagilardan. a (0. giin), b (5. giin) ve ¢ (10. giin) gérseller sirasi ile Ur-a uygulamasi

oncesi, esnasinda ve sonrast diski skorlarini yansitmakta.

Curr Perspect Health Sci. 2025;6(1):39-46.
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Calismamiz esnasinda uygulanan nutrasotik Ur-a ‘ya
iligkin herhangi bir yan etki ile karsilagilmadi. Higbir
buzagida 10 giinliik gozlem siliresince uygulamaya
iligkin bulgu belirlenmedi.

TARTISMA

Odakli tartismada oncelikli olarak Ur-a ve
metabolitleri (Ur-a glukuronid ve Ur-a siilfat), tek doz
uygulamalarindan (250-2000 mg araliginda) ve
giinliik 250-1000 mg Ur-a'min 28 giin boyunca son
uygulamasindan sonra plazmada tespit edilmistir.
Ayrica, tek bir 2000 mg dozdan sonra iskelet kasinda
da Ur-a'ya rastlanmistir.  Maksimum plazma
konsantrasyonlar1 (Cmax) ve toplam maruziyet (egri
altindaki alan, AUC ile ifade edilir) doz bagiml bir
artis  gostermistir.  Ur-a  ve  metabolitlerinin
plazmadaki maksimum konsantrasyona ulasma stiresi
(Tmax) 6 saat olarak belirlenmistir. Ur-a, Ur-a-
glukuronid ve Ur-a-siilfatin plazmadaki yar1 omrii
(t1/2) swrasiyla 17-22 saat ve 25-58 saat arasinda
degismistir. Ur-a ve metabolitlerinin
konsantrasyonlar1 7 giin sonra plato seviyesine
ulasmis ve miidahale sonras1 24 saate kadar tutarli bir
sekilde devam etmistir. Giinliik 250-1000 mg Ur-
amin 28 giin boyunca uygulanmasini takiben, bu
bilesikler son uygulamadan sonraki 72—96 saat i¢inde
plazmadan tamamen elimine edilmistir (21).
Calismamizda 72-96 saatlik plazma biitiiniiyle
eliminasyon g6z 6niinde bulundurularak toplamda 10
giinliik oral uygulamada bulunuldu.

Dért ay boyunca giinliik 500 mg Ur-a takviyesi,
interlokin-1 beta (IL-18) seviyelerinde anlamli bir
azalma saglarken, C-reaktif protein (CRP),
interferon-gamma (INF-y) ve tiimor nekroz faktor-
alfa (TNF-a) seviyelerinde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Daha yiiksek dozda, 1000 mg/giin
olarak Ur-a 4 ay siireyle verildiginde CRP, INF-y ve
TNF-a seviyelerinde plaseboya kiyasla anlamh
disiisler saglanmig, ancak IL-18 seviyelerine etki
etmedigi tespit edilmistir. Ayrica, yine her iki doz
denemelerinde (500 mg ve 1000 mg) IL-13 ve IL-6
seviyelerinde plaseboya kiyasla anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir (22). Bagka bir ¢alismada, 1000
mg/giin Ur-a'nin 4 ay boyunca uygulanmasinda,
plasebo ile mukayeseli karsilagtirildiginda CRP
seviyelerinde bir degisiklik yaratmadigi rapor
edilmistir (23). Bu sonuglar, Ur-a'nin enflamasyon
belirtecleri iizerindeki etkisinin doza bagimh
olabilecegini gostermektedir. Diisiik dozlar IL-18
seviyelerini diisiiriirken, yiiksek dozlar TNF-a, INF-y
ve CRP seviyelerinde diisiis saglamis, ancak IL-6 ve

Curr Perspect Health Sci. 2025;6(1):39-46.

IL-13 gibi belirtecler iizerinde herhangi bir etkisi
olmamustir (22, 23). Bu c¢alismamizda Ur-a’nin
dozajlanmasinda laboratuvar hayvanlarinda kanita
dayal1 (24, 25) olarak belirlenmis doz olan 50 mg/kg
tercih edilmistir. Nitekim non-enfeksiyoz ishalli
gruplarda uygulanan Ur-a 50 mg/kg/giin seklinde 10
giin siireyle oral yoldan verilmistir.

Insan galismalarinda Ur-a'nin meme dokusunda (26)
ve kas dokusunda (21) bulundugu bildirilmistir.
Ancak, Ur-a'min insanlarda diger dokulara dagilip
dagilmadigi konusu hala belirsizdir. Bu ¢alismada her
ne kadar Ur-a uygulamasmin bagirsak liimeninde
konsantrasyonu ve/veya birikime ait degerlendirmede
bulunulmasa da, Ur-a tarafindan Nrf-2 and AhR
yolaklan ile arttirilan intestinal mukus sekresyonu
intestinal bariyer fonksiyonlarmin da korundugunu
gosterdiginden gelip gegici bir etkilesim olmadigi
apacgiktir (27). Hayvan c¢alismalarinda (6rnegin,
domuzlarda iskelet kas1) Ur-a'min kanda bulundugu
ve cesitli dokulara dagildig1 gosterilmistir (26, 28).
Yine Ur-a ile muamele edilen fare intestinal hiicre
kaynakli  egzozomlarin, noronal  hiicrelerde
mitokondri aktivasyonuna neden olmasi; yine Ur-
a’nin  bagirsak-beyin  ekseninde  egzozomlar
iizerinden etkilesim sagladigina isaret edebilir (29).
[laveten bu ¢alismada bizim elde etti§imiz sonuglar
destekler mahiyette Ur-A fare modelinde kolonda
doku hasarmi gidererek intestinal mikrobiyomu
diizenlemis ve inflamasyonu azaltmistir (30). Yine
Ur-a hem inflamatorik cevabi baskilamis hem de
inflamasyona iligkin hasar1 da durdurmustur (31). Bu
mekanizmalar  bizim ¢alismamizda Ur-a ile
buzagilarda elde ettigimiz sonuglar1 destekleyebilir.

Tam da bu noktada Ur-a’nin muhtemel doku dagilim1
gevis getiren hayvanlar 6zelinde tartigilacaktir. Mese
yapraklarimin yiiksek konsantrasyonda ellajitannin
icerdigi  (32), bu fitokimyasallarin  yaprak
kisimlarinin yiiksek miktarda tiiketimi ile et¢i yonde
yetistirilen sigirlarda (muhtemelen yem kisitlamasi
sonrasi) intoksikasyona neden oldugu bilinmektedir
(33, 34). Burada zehirlenmenin siddeti ruminal
mikrobiyota ile iliskidedir. Mese yapraklarinin tolere
edilebilmesinde ya da kliniko-patolojik bulgularla
seyreden toksisiteye maruz kalmasinda, rumende yer
alan farkli bakteriyel popiilasyonlarin rol aldigi
saptanmustir.  Intoksikasyona neden olan fenolik
bilesenler katesolin, ploroglukinol ve rezorsinoldiir
(35, 36). Dolayisiyla ellajitanninlerin mikrobiyel
metabolizmas1  farkli  gevisgetiren hayvanlarda
tolerans ya da intoksikasyondan  sorumlu
tutulmaktadir (37, 38). Onceki bir ¢alismada
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ellajitanninlerin ~ s1gir  rumeninde, {rolitinlere
metabolize oldugu belirlenmistir. Ruminal s1v1, digki,
idrar ve plazmada degisken iirolitinlere rastlanmigtir
(39). Elde edilen sonuglar Ur-a dahil olmak iizere
iirolitinlerin  biyoyararlanimi ve doku tutulumu
hakkinda gevisgetiren hayvanlar hakkinda 6nemli
bilgiler saglamigtir. Nitekim g¢aligmamizda belirli
dozda ve bilinen miistahzar ile uygulanan Ur-a bu
yonii ile muhtemelen gastrointestinal sistemde iyi
dagilim ve biyoyararlanim gostermis olabilir.

Ur-a’min gastrointestinal sistem iizerindeki etkinligi
a) mukozal epiteliyumda yer alan MUC2 protein
seviyelerinin arttirmasi, b) kolon permeabilitesini
degistirmesi, c) bagirsak mikrobiyotasi iizerindeki
baskalasim ve d) mukus tabakasi kalinligin1 arttirmasi
ile aciklanabilinir (27). Gastrointestinal kanal
kosullarina dayaniklilik acisindan Ur-b, Ur-a ve
ellajik aside oranla daha direngli bir molekiil olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Oral yolla uygulanan
irolitinlerin ~ kolonik  epiteliyuma  ulasabildigi,
erisebildigi bu sayede geri salinim ile lokal anti-
inflamatuvar aktivite saglayabildigi belirlenmistir. Bu
durum ozellikle elajitanninlerin varsayimsal olarak
yararli metabolitlere doniisiimiinde basarisiz olabilen
enterotip  kisithiligimin - da  oOniine  gecildigini
diistindiirmektedir  (40). Yukarida amilan etki
mekanizmalar1 bu ¢alismamizda Ur-a ile elde edilen
basariy1 agiklayabilir.

SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada saha kosullarinda non-infeksiy6z ishalli
buzagilarda yem katki maddesi olma 6zelligi ile ve
yine mitokondride yenileyici 6zelligi de bulunan Ur-
a’nin gastrointestinal saglik ayarlarmin tesisinde
yararli olabilecegi goriildii. Nitekim tablo 3 ile
sekiller 1-3 arast da sunuldugu fzere fekal
skorlarlardaki ortalamatstandart sapma yoniinden
belirgin azalma [¢alisma dncesi 1,826+0,242 iken Ur-
a uygulamasi sonrasi 0] saptanmasi (p<0.01) bunu
destekler mahiyettedir. Higbir yan etkiye neden
olmaksizin kullanilan Ur-a’min  veteriner hekim
tercihi ile uygulanabilecegini One siirmek yanlig
olmayacaktir.
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