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MERtNOS KOYUNLARı RUMEN sıVıSıNDA PROTOZOA SAYıSı VE BAZI
PROTOZOON TİPLERtNtN tDENTİFtKASYONU

Nesrİn Sulul Fahrİ Bölükbaşı2 Kazım Biirkü3

Protozoa count andidentification of some protozoa types in merino sheep nıminal rıuid

Summary. This study ıvas carried out on six merina sheep in the
Clinic of Internal Diseases of Veterinary Faculty in Ankara University.
Af ter rumenotomy, a T shape cannıda was inserted into the rumen to
obtain the ruminalfluid easily. Three different kind of rations were fed
to the same sheep, as I. hayalone, II. hay + barleyand III. barley +
eoncentrated feed. Before the ruminal fluid sampling, the sheep were
fed with the ratian mentioned, for three }I'eeks to have them adapted to
the feed. In the ruminal fluid samples tak en at the end of second hour of
feeding, decrements in the protozoa eounts and in the percentages of
Entodinhı were obtained and pH values were lowered. Diplodinia percen-
tages, however increased when the animals were fed with barley + con-
centrated feed. lwtrichia had the lowets percentage among these' three
protozoa species in each differentiation.

The M FS solution, in the composition of formaldehyde + methyl-
green, sodium chloride and distilled water gave reliable results in determi-
ning the protozoa types.

Özet. Bu çalışma Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Jç Has-
talıkları Kliniğinde bulunan altı merinos koyununda sürdürüldü. Hayvan-
lara rumenotomi uygulanarak rumen içeriğini kolayca alabilmek için T
şeklinde bir kanül yerleştirildi. Aynı koyunlara I. yalnız kuru ot, II. ku-
ru ot + arpa ve III. arpa \- konsantre yem biçiminde üç ayrı rasyon
uygulandı. Rumen sıvısı örneklerini almadan önce hayvanların anılan
rasyonlara uyumları için üçer hafta beklenildi. Yemlemeden iki saat
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sonra alman rumen sıvısıııda protozoa sayılarıııda ve Entodinium yüzde
oranlarında azalmalar elde edildi ve pH değerleri düştü. Hayvanlar ar-
pa + konsantre yem ile beslendiğinde Diplodinia yüzde oranı ar11l. Her
muayenede lsotrielıia türünün en az yüzde oranmı oluşturduğu saptand,.

Protozoon tiplerini belirlemede jormaldelıit, metilyeşili, sodyum
klorid ve distile su bileşimiııdeki MFS eriyiğinin güvenilir sonuçlar ver-
diği saptallll1lştır.

Giriş

Selüloz gibi birçok bitkisel besinler büyük enerji taşımalarına rağ-
men. çoğu hayvanlar ve insanlar tarafından değerlendirilememekte,
böylece önemli bir besin kaybı olmaktadır. Ot yiyen hayvanlar ise bit-
kisel kaynaklı bu besinleri süte ve ete çevirerek dünyanın protein ih-
tiyacının hemen yarısını karşılamaktadırlar (3). Özeııikle geviş getiren
hayvanlarda mikroorganizmaların rumendeki fermentatif sindirim
olayları üzerindeki etkisi çok büyüktür (5 - 8). Bu mikroorganiz-
maların başlıcalarını bakteriler ve protozoonlar oluşturmakta ve pro-
tozoonların yaptıkları işler, bt".kteriler kadar açıklığa kavuşturult"Jna-
mış bulunmaktadır. Nitekim ruminantlara uzunca süre kolay sindirilir
nitelikte olan nişasta ve benzeri karbonhidratlar ya da arpa + keten
bulamacı gibi rasyonlar verildiğinde protozoonların çok azaldıkları
hatta yok oldukları görülebilmektedir. Bu bulgu bazı yazarlarca pro-
tozoonların ruminantlar için gerekli olmadığı kanısını uyandırmak-
tadır (7). Bununla birlikte rumimmt, protozoonların sentezlediği be-
sinIerden daha kolay ve daha yüksek oranda yararlanır. Diğer bir de-
yişle protozoonların sentezlediği besin maddelerinin biyolojik değeri
daha yüksektir. Bu arada protozoonların yokluğu yemden yamrlan-
ma yeteneğini (ıo, 12) ve dolayısıyla ağırlık kazancını (10) çok azalt-
makla ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Omazum, abom~.zum
ve duodenumda aktif protozoona hiç rastlanmamaktadır (i O).

Rumende değişik türde protozoa bulunmakta ve çoğunluğunu
anaerob siliatalar oluşturmaktadır. Bunlar da başlıca Holotrich ve
Entodiniomorph olarak iki gruba ayrılmaktadır. Birinciler hemen
tamamen, ikinciler ise sadece ağız yöresinde belirli bir alanda silyalarla
öItülüdürIer. Holotrich'ler arasında önemli türler olarak Isotrichia,
Dasytrichia; Entodinİomorph'lar arasında ise Entodinİum, Epİdinİum,
Ophryo-scolex, Diplodİnİum sayılmaktadır (lO, 14, 15).
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Siliatalar asimetrik olup Isotrichia gibi bazı türleri canlılığını aerob
ortamda bir süre sürdürebilmektedir (10, 14). Holotrich'ler genç ku-
zuların rumeninde ilk yerleşen protozoonlardır ve karbonhidrat bes-
lenmesinden çok fazla etkilenirler (10).

Entodiniomorph'lar sadece ağız yöresinde siliata taşımala.rına
karşın hareket ve özellikle besinlere yönelim yetenekleri oldukça ge-
lişmiştir. Ağız çevresindeki ve saat yelkovanı yönünde hareket eden
silyalar en çok Entodinium'larda belirgindir (14).

Protozoonların mikroskopik ayırımmda hücrenin büyüklüğü,
pozisyonu, makro ve mikro çekirdek ile kontraktil vakuolun bulun-
duğu yer ve silya durumu gibi faktörler değerlendirilir (14).

Hayvanlar arasında transfaunasyonun doğrudan temas yoluyla
olabildiği genellikle kabul edilmektedir. Hayvanı izole etmekle bakte-
rilerin transflorasyonu engellenemernekte ancak protozoonların nakli
oluşamamaktadır. Transfaumı.syonu başlatan en önemli etken yavru-
nun beraber bulunduğu erişkin ruminantlardır. Ananın ağız yöresi,
dışkısı ya da önceden yaladığı yemler protozoa inokulasyonu için ilk
kaynakları oluşturmaktadır (8, 9). Rumene protozoonların sürekli
gelimi besinlerle sağlanmaktadır. Protozoonlar genellikle adapte ola-
bildikleri besin maddelerine tutunmuş biçimde gelişirler ve rumene
bu yolla gelirler (7, 10, i I).

Rumenin pH'sı asit olduğunda (9, 10) protozoonların yerleşik
duruma geçmesi genellikle güç olmaktadır. çünkü protozoa 5.5'den
düşük pH'da uyum sağlayaınamakta, daha düşük pH'larda defaunas-
yon şekiIIenmektedir. Mideye asit koyarak, hayvanı aç bırakarak,
yetersiz besleyerek, kaba yem rasyonlarını öğütülmüş biçimde fazla
miktarda vererek, nişasta benzeri kolayeriyebilir şekerler, süt, arpa,
keten bulamacı gibi besinler ile uzun süre besleyerek, CUS04 gibi bazı
kimyasal maddeler vererek ya da genç ruminant çevresinden dikkatle
izole ederek defaunasyon oluşturulabilmektedir (9, 10, IS).

Rumen pH'sı fermentasyonun azalması, alkali tükrüğün artması
ile yükseltilirse pH: 6'ye ulaştığında Entodinia görülmeye başlamakta
ve 6.5 pH'da siIiataların hemen tamamına rastlanabilmektedir (6, 10).

Rumendeki mikroorganizma hacminin hemen yarısını proto-
zoonların oluşturmasına karşın, birim hacimdeki sayıları bakterilerin-
kinden çok azdır. Bunun nedeni protozoonların bakterilerden pek çok
büyük oluşudur. Nitekim küçük bir bakterinin hacmi i mikronküp
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kadar iken, Entodinium'unki 10.000, Diplodinium'unki 100.000 ve
Epidinium'unki i.0000.000 mikronküp dolayındadır (9).

Protozoonların enzim sistemlerine malik oldukları ve karbonhid-
rat fermentasyonundan enerji oluşturdukları kanıtlanmıştır. Bunlar
da bakteriler gibi ikiye bölünerek çoğalırlar (15).

Protozoonların gelişimleri için bakterilere muhtaç olduklan, bun-
ları yutarak biyolojik değeri daha yüksek maddelerin sentezinde kul-
landıkları bilinmektedir. Bazı siliataların küçük tip protozoonlan av-
ladıkları da görülmektedir. Nişasta granüIIeri ya da selüloz parçacık-
larını da fagosite edebilmektedirler. Yedek polisakkarit sentezinde Ho-
lotrich'ler daha aktif bulunmaktadırlar (9).

Bu araştırmanın amacı kuru ot, arpa !- kuru ot ve arpa ;- konsant-
re yem biçimindeki 3 ayrı rasyonla beslenen koyunlarda nımen sıvısı,
protozoon sayısı ve protozoon tiplerinin yüzde oranlarını uygun bir
bir yöntemle belirlemek ve bu şekilde protozoon sindirimi konusunda
literatüre katkıda bulunabilmektir.

Materyal ve Metot

Bu çalışma üç ayrı rasyona adapte edilmiş ve rumenine kanül ta-
kılmış merinos koyunları üzerinde sürdürüldü. Sabah yemlemesinden
önce ve iki saat sonra alınan rumen içeriğinde protoozoon sayıları ve
türlerinin yüzde oranları belirlendi.

Besin Materyali:

Altı adet Merinos koyunu üç değişik rasyonla beslenmeye almarak
rasyonların rumendeki protozoon sayısına ve tür/erine etkisi incelendi.
Koyunlarm, rumenetomİ ile takılan kanüIIere adapt<ı.syonları sağlan-
dıktan sonra, hayvanların anılan rasyonlara uyumları için üç haftalık
bir süre beklenildi (12). i. rasyon olarak sadece kuru ot, ıı. rasyon ola-
rak kuru ot! arpa, LU. rasyon olarak da arpa i- konsantre yem veril-
di. Gıda Sanayii A.Ş.'den sağlanan konsantre yemin ana maddesini
ham protein ve ham selüloz oluşturuyordu. Koyunlar sabah saat 9 ve
öğleden sonra i6 olmak üzere günde iki kez beslendi. Önlerinde içe-
bildikleri kadar su bulunduruldu.

Hayvan Materyali:

çalışmamızda İç Hastalıkları Bilim Dalındaki altı Merinos ko-
yundan yararlanıld!. Hayvanlar çalışmay<ı başlamadan önce sağlıklı ve
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uygun beslenme koşullarında bulunduruldu. Rumen içeriğinin kolay-
lıkla sağlanması için rumcnde bir pencere açıldı (4, 10). Buraya T şek-
linde bir kanül konuldu. İçeriğin rumende homojenizasyonunu sağ-
lamak için ventral keseye dıştan masaj uygulandı (ı2) ve vakumlu bir
pompa yardımıyla kanülden, yeterli rumen içeriği alındı. İçerik daha
önce içinde pamuk yakarak anaerob getirilen bir erlenmayer içine ko-
nuldu (14). Erlenmayer, içinde 40 °C'lik sıvı bulunan bir kaba yerleş-
tirilerek doğrudan pompanın ucuna takıldı. Alınan örnekler hemen la-
boratuvara getirilerek aynı ısıdaki çalkalayıcı su banyosunda deney
süresince saklandı. Örnekler alındıktan hemen sonra pH'luı elektro-
metrik olarak ölçüldü.

Sayımııı yapılinası: Protozoa sayımında kullanılem eriyik şu bile-
şimde idi (4. 12, 14).

Formol % 35'lik

Gliserin

Saf su

20 ml

150 ml

820 ml

Rumen içeriğinin ı ml'si, 50 ml sulandırma eriyiği ile bir erlen-
mayer içine konuldu ve çalkalandı. Bu sıvı bir tülbent ile başka bir er-
lenmayere süzüldü. Tülbentte kalan yem parçalarına yapışmış olan
protozoonlar, üzerinden 49 ml sulandırma eriyiği geçirilerek yıkandı.
Böylece toplam 100 ml olan eriyikte protozoonların büyük bir bölümü
alta geçirilmiş oluyordu. Sayım için hazır olan bu örnekler çalkalayıcı
su banyosuna konarak sayım işlemi bitinceye kadar saklandı. Sayım
sırasında bu eriyik geniş ağızlı bir pipetle Mc-Master lamına konul-
du (4, 9, 12 - 14). Lam ile lamel arasında hava kabarcıklarının ol-
mamasına dikkat edildi. Protozoonların çökmesi için bir dakika kadar
beklendi. Her örnek için paralel sayım yapılarak ortalama değerler alın-
dı. Santimetre küpteki protozoon sayısı aşağıdaki formülle hesaplandı
(12, ı3):

r.s. ImI S.P.S. x S.O. x 1000
450

P.S./ml ml'deki protozoa sayısı

s.r.s. = sayılan protozoa sayısı

S.O. = sulandırma oranı
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Mc Master lamında herbiri 1Ox1Ox1.5 = 150 mm3 olan üç ha-
cim bulunmaktadır (150x3 = 450 mm3). Bu hacimde sayılan protozoa
sayısı ile sulandırma oranı gözönünde tutulursa, santimetreküpteki

1000 .
protozoa sayısmı bulmak için S.P.S. x S.O. değerini 450 ıle çarp-

mak yeterlidir.

Protozoon Tür/erinin Identifikasyol1u:

Metil yeşili-Formalin-NaCl 'den oluşan ve kısaca MFS solüsyonu
olarak bilinen boyama eriyiği şu bileşimde idi (14):

Formaldehyde eriyiği (% 35)

Methylgreen

NaCl

Distile su

100 ml

0.6 g
8 g

900 ml

Sadece nukleusları boyayan bu solüsyon, ışıkta kalması halinde metil
yeşilinin metil violeye dönüşerek boyamanın yeterli olmaması nedeniy-
le karanlıkta saklandi.

Santrifüj tüpüne 3 ml kadar rumen içeriği konulup dakikada 500
devirli bir santrifüjde beş dakika döndürüldü. Bunun üzerine dört katı
miktarında % 30'luk sukroz eriyiği konuldu. Aynı devirde üç dakika
tekrar santrifüje edildi. Üst kısım atılıp kalan kısmın üzerine beş katı
kadar MFS eriyiğinden konuldu. Protozoonların boyanması için en az
30 dakika beklendi. Tekrar beş dakika 500 devirde santirifüje edildi.
Dipteki çökeıtiden pipet ucu veya damlalıkla bir miktar alınıp lam
üzerine yayıldı. Hava kabarcığı kalmamasma özen gösterilerek bir la-
melle kapatılıp araştırma mikroskobunda her preparattan 200 proto-
zoon identifiye edildi. Araştırma süresince karanlıkta saklanan santri-
füj tüpü dibindeki bu boyalı ve homojen protozoon kanşlll11ndan taze
preparatlar hazırlanarak protozoonların, örnekleme zamanlarına ait
yüzde oranları saptandı. Ençok görülen türlerin resimleri çekilerek
sunuldu.

Bulgular

I. Kuru ot, II. kuru ot + arpa ve III. arpa -i- konsantre yem bi-
çiminde değişik üç rasyonla beslenen ayın koyunlarda yemlerne öncesi
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ve yemlemeden iki saat sonmki rumen içeriği pH'sı ve protozoon sayısı
Tablo 1'de, başlıca protozoon tiplerinin yüzde oranları Tablo 2'de su-
nulmaktadır. Bu arada bazı protozoon tiplerine ait resimler Şekil ı, 2
ve 3'de verilmektedir.

Protozoon Tipleri
Entodinum Diplodinium Isotrichü

0/ % %/0

SO(65-80) 19(15-22) i (1-2)
----

75 (64-79) 19 ( 9-26) 6 (1-12

76 (35-SI) 18 (17-25) i (1-2)
- -_.-

79 (44-91) 20 (9-25) i (O-I)

S4 (4S-S9) 13 ( 8-21) 2 (2-S)

73 (51-90) 23 (10-36) 4 (O-S)

Y.Ö.
Y.S.

Y.S.

Y.Ö

Y.S.
6

ı. Kuru ot 6
Y.Ö.

R<ı.syon Grubu

II. Kuru ot + arpa 6

III. Arpa +
konsantre yem

Tablo 2. De~işik rasyon uygulanan koyımlarda yemleme öncesi ve yemlemeden iki saat
sonra başlıca protozoon tipleri yüzde oranları

(Y.Ö. = Yemlemeden önce, Y.S. = Yemlemeden sonra)

I
Koyun
sayısı

Şekil I. Entodinium.
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Yemlemeden önce Yemlemeden sonra
Koyun Protozoa Protozoa

Rasyon Grubu sayısı sayısı x 19' i ını pH sayısı x lO' i ını pH
___ O ----- _._._-----_._-- - -_._._----_.- -----,-.'--------- -"-_ .._--- ------

r. Kuru ot 6 454 (230- (30) 7.04 (6.9 --7.20) 380 (250 - 550) 6.8 (6.6-7.05)
------------ --- --_.- ._----------- ------------ ---_."_._------_.- _._---------

lL. Kuru ot -,- arpa 6 1136 (228--2329) 6.72(6.25-7.0) 831 (301 .1937) 6.45 (6.1--7.0)
--------------- ---- ----------- - ---_ .._---_._--- --_._-.-------_.

III. Arpa -i- konsantre yem 6 1281 (950-1558) 6.9 (6.6-7.0) 972 (31 I. 1549) 63 (5.9-6.8)

Z
trı
m
;:tl

Z
m
C
t""'
C

Tablo i: Değişik rasyon uygulanan koyunlarda yemlemc öncesi ve yemlemcden iki saat sonra rumen içeriği pH'sı ve protozoa sayısı i-;------------,-----,.-------------------.,------------------- ~
::ı::
;:tl•....•.
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Şekil 2. Diplot1İııİlInı.

Şc\İI 3. lsotrichia.
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Tablo i'de yemlemeden önceki pH değerlerinin tüm besi grup-
larındı.ı., yemlemeden sonrakilerden dCl.hayüksek olduğu görülmekte-
dir. Protozoa sayıı~m da yemlemeden somı:ı.azalmış bulunmcı.kteı.dır.

Tablo 2'de gerek yemlemeler öncesinde gerekse rasyonların veril-
mesinden iki saat sonraki tespitlerde protozoonl<,.r anı..sında en yüksek
yüzde oranını Entodinium'un oluşturduğu, bunu Diplodinium'un iz-
lediğini ve Isotricha'nın en az oranda bulunduğu görülmektedir. Tab-
lo 2'de ayrıca yemleme sonrası Entodinium değerlerinin belirgin bir
eı.zClJmagösterdiği dikkati çekmektedir.

Tartışma ve Sonuç

Rumen fizyolojisinin çeşitli konularını anlamak için en çok kul-
!,ı.nılan yöntemlerden biri sol açlık çukurluğundan yapılan rumen fis-
tülüdür (4, 9, ıo). Bu şekilde hayvana ZHrar vermeden rumende şekil-
len.en fermentasyon olayları kolaylıkla araştırılabilmektedir. Rumen-
deki protozoon sayısı ve tiplerin identifikasyonu için invivo rumen şHrt-
larının invitro olarak sağlHnması gerekmektedir. Bunların başlıceı.ıarı
39 °C'lik ısı, anaerob ortam ve yüksek nemliliktir (4, 8, 9). Araştırma-
mızda bu amCl.çlaerlerunayer içerisinde oksijensiz bir ortam yaratılıp
(2), 40 °C'lik su banyosuna konuldu. Alınan rumen içeriği örnekleri
bu erlenmayer içerisinde bulunduruldu (14). Gerek protozoonların
sayım eriyiğinde (4, 12, 14), gerekse ide-ntifikasyon için kullanılan MFS
eriyiğinde (i4) formalin bulunması ile örneklerin uzun süre saklanabil-
meleri mümkün oluyordu. Ayrıca bu boyama yöntemleriyle protozoo-
nun ve organellerinin çok belirgin boya aldığlIll ve bu teknik ile pro-
tozoon identifikasyonunun kolayca yapılabildiğini vurgulamak yerin-
de olacaktır. İdentifikasyon için mikroskop altında fazla sayıda pro-
tozoonu (200 adet) değerlendirmenin nedeni yüzde oranlemnda yanılgı
payını minimuma indirmektir.

Yemlemeden önce pH'nın nötre yakın oluşu literatür bildirimlerine
uygundur (8 - ıo, 12, i5). Yemlemeden iki saat sonraki örneklerde
pH'nın düşmesi ,rumendeki fermentasyon sonucu asit ürünlerin art-
masına bağlanabilir (Tablo I).

Yemleme ile protozoon sayısının azaldığı genellikle kabul edil-
mektedir (9, LO, 12). Burada fermentasyon sonucu asit ürünlerin oluş-
masının en önemli sorunu oluşturd.uğuna inanılmaktadır. Besinler
kolay sindirilir nitelikte olduğunda, hem besin alınunı sırasm.da hem
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de fazla ruminasyon gerekmemesi nedeniyle tükrük sekresyonu az
olmakta ve rumen sıvısındaki tamponlama özeııiğinin Hzalımm nede-
niyle pH'mn asit yöne kayışı gerçekleşmektedir (10, 12). Araştırmamız-
da her üç rasyondan sonra da protozoon sayısının ~.z~.Im~.sı,"m.ıla.n
literatür bildirimlerini destekleyici niteliktedir. Hayvem. sayısının az-
lığı nedeniyle istatistiksel değerlendirme ya.pılC'.madığından protozoon
sayısındaki azalmanın verilen rasyonlua uyumlu bir yorum getirebiI-
mesi mümkün olam~.mıştır.

Yemlerne ile Entodinium yüzde oranınd~. belirgin bir artış gözlen-
mektedir. Hem bu bulgumuz, hem de s~.ptadığımız Entodinium yüzde
oranı, Hungate'in (LO) Entodinium'un % 88 oran.ında bulunduğu ve
yemlerne ile azaldığı bildirimine uygundur. Üre içeren ve böylece
amonyak oluşumu kolayl~.şan rasyonlar verildiğinde Entodinium'un
arttığı bildirilmektedir (1). Bulgularımız (Tablo 2) r.rpa ile birlikte ana
bileşimini ham protein ve ham selülozun oluşturduğu konsantre yem
verildiğinde, yemlerne öncesi % 13 ola.n Diplodinium oramnın, yemle-
meden sonra % 23'e yükselmesinin sadece tesadüflere bağlı olmadığı
kanısını desteklemektedir.

Sonuç olarak değişik rasyon uygulanan koyunlarde:ı. rumen sıvı-
smdaki protozoon sayısı ve protozoon tiplerinin yüzde oranlarım belir-
lemede kuııanılan eriyik ve boyalarla güvenilir sonuçlar e:ı.lındığm.ı,
yemlerne ile protozoon sayısmm ve Entodinium yüzde or:ınmm ~.z::ıJdı-
ğtnı, pH'nm binz düştüğünü, hC'.mprotein, ham selüloz içeren kon-
santre yem ile Diplodinium türünün arttığını ve tüm bulgule:ı.rımlZın
genelde literatür verilerine ters düşmediğini kaydcdebiliriz. Bu çalış-
manm, yurdumuzda rumenoloji ~.Ianmda çalışace:ı.klara, özeııikle boye:ı.-
ma yöntemi yönünden yararlı olacağı inancını taşımaktayız.
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