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ABSTRAK 
 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian minyak ikan lemuru pada ayam yang 
diimunisasi secara berulang terhadap status kesehatan ayam petelur. Status kesehatan diketahui dengan melihat 
profil leukosit, indeks stres, profil eritrosit, dan kadar malonildehida di hati dan limpa. Rancangan penelitian yang 
digunakan adalah rancangan acak lengkap dan data yang diperoleh dianalisis dengan analisis sidik ragam dan 
dilanjutkan dengan uji Tukey untuk melihat perbedaan antar kelompok. Ayam petelur ras ISA Brown berumur 18 
minggu sebanyak 30 ekor dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan terdiri dari kelompok A 
(imunisasi dengan lipase pankreas dan ransum kontrol); B (imunisasi dengan lipase pankreas dan ransun minyak 
ikan lemuru 1%); C (imunisasi dengan lipase pankreas dan ransum minyak ikan lemuru 2%); D (imunisasi dengan 
lipase pankreas dan ransum minyak ikan lemuru 3%); dan E (tidak diimunisasi dan ransum kontrol). Imunisasi 
dilakukan sebanyak tiga kali dalam interval empat minggu, pengambilan dan analisis darah dilakukan dua minggu 
setelah imunisasi, dan analisis malonildehida dilakukan dua minggu setelah imunisasi ketiga. Hasil penelitian 
menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan (P>0,05) pada semua parameter status kesehatan yang diamati antara 
kelompok yang diberikan minyak ikan lemuru dan diimunisasi dibandingkan kelompok yang tidak diimunisasi dan 
tidak diberikan minyak ikan lemuru. 
 
Kata kunci: gambaran darah, imunisasi, indeks stres, malonildehida, minyak ikan lemuru 

 

ABSTRACT 
 

The experiment was carried out to observe the effect of adding lemuru fish oil in immunized laying hens diet on 
the health status of chicken through leucocyte profile, stress index, erythrocyte profile, and malonildehyde 
concentration in liver and spleen. The research design was completely randomized and the obtained data was 
analized with analysis of variance and continued with Tukey’s Post Hoc test for differences. The experiment used 
thirty 18 weeks hens ISA brown strain and were divided into five groups. The groups were: A (immunization with 
lipase and control diet); B (immunization with lipase, control diet + 1% lemuru fish oil); C (immunization with lipase, 
control diet + 2% lemuru fish oil); D (immunization with lipase, control diet + 3% lemuru fish oil); and E 
(unimmunized and control diet). The immunization was repeated three times with four weeks interval, blood was 
collected and analyzed two weeks after immunization and the malonyldehyde concentration in liver and spleen was 
measured two weeks after third immunization. The results showed that there was no significant difference (P>0.05) 
on all variables. The conclusion of this research that lemuru fish oil supplementation did not affect the health status 
of immunized hens. 

 
Keywords: blood profile, immunization, lemuru fish oil, malonyldehyde, stress index 
 

PENDAHULUAN 
 

Telur ayam mengandung antibodi spesifik dalam 
jumlah besar sehingga menarik perhatian banyak 
peneliti sebagai sumber antibodi alternatif meng-
gantikan antibodi asal mamalia (Dubie et al. 2014). 
Terdapat tiga kelas atau isotipe imunoglobulin di telur 
ayam, yaitu IgY, IgM, dan IgA. IgY ditemukan dalam 

jumlah besar di kuning telur, sedangkan IgM dan IgA 
ditemukan di putih telur sebagai hasil sekresi mukosa 
oviduk (Kimijima et al. 1990, Schade et al. 1991).  

Keuntungan penggunaan IgY adalah antibodi yang 
dihasilkan lebih spesifik terhadap protein mamalia 
dibandingkan mamalia karena perbedaan jarak filoge-
netik, metode koleksi yang tidak invasif, serta jumlah 
antibodi yang dihasilkan banyak sehingga memung-
kinkan untuk produksi antibodi dalam skala besar 
(Jensenius et al. 1981). IgY ditemukan dalam jumlah 

besar di telur (525 mg/ml), lebih banyak dibanding-

kan IgA dan IgM (0,70,15 mg/ml) (Rose et al. 1974; 
Schade et al. 1991; Li et al. 1998). IgY sudah banyak 
digunakan untuk imunoterapi, diagnosis, dan terapi 
kanker, oral passive immunization untuk infeksi pato-
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gen gastrointestinal yang sudah resisten terhadap 
antibiotik, serta sebagai imbuhan pakan untuk men-
cegah emisi nitrogen di peternakan ayam melalui 
inhibitor enzim urikase (Dubie et al. 2014). 

Kemampuan sistem imun ayam untuk mempro-
duksi antibodi sangat dipengaruhi oleh kecukupan 
berbagai nutrisi. Minyak ikan merupakan alternatif 
pakan sumber asam lemak n-3 (linolenat dan eikosa 
pentaenoat) yang merupakan prekursor dari prostag-
landin E3 (PGE3) dan prostasiklin I3 (PGI3). Asam 
lemak n-3 juga dapat menekan efek metabolisme dari 
asam lemak n-6 yang merupakan prekursor dari pros-
taglandin E2 (PGE2) yang bersifat immunsupresif dan 
dapat menyebabkan atrofi organ limfoid (Lowenthal et 
al. 1994; Husband 1995; Rusmana et al. 2008).  

Penambahan minyak ikan yang terlalu tinggi dalam 
pakan dapat mengakibatkan efek yang kurang meng-
untungkan, yaitu meningkatkan peroksidasi lemak 
dalam plasma dan menurunkan kadar vitamin E 
karena asam lemak tidak jenuh ganda (Poliunsatu-
rated Fatty Acid = PUFA) sangat mudah untuk ter-
oksidasi dan memudahkan masuknya radikal bebas 
eksogen kedalam sel serta meningkatkan keganasan 
radikal bebas endogen yang dapat menyerang DNA 
dan protein dan memicu stres oksidatif (Wander et al. 
1997; Takahashi & Akiba 1999; Rahman 2003). Ayam 
yang diimunisasi secara berulang untuk mendapatkan 
IgY dalam jumlah yang besar di kuning telur men-
dapatkan tambahan stres karena sistem imun dipaksa 
bekerja keras untuk menghasilkan antibodi dalam 
jumlah tinggi. Faktor lain yang dapat memicu stres 
adalah transportasi, obat, dan manajemen kandang 
seperti gas amoniak, suhu, dan kelembapan kandang 
(Dhabhar & Viswanathan 2005, Yang et al. 2011).  

Stres juga akan memengaruhi pertumbuhan organ 
dan berat badan, proliferasi limfosit, presentasi CD4+ 
dan CD8+, sitokin, respons terhadap antigen, meng-
ganggu keseimbangan mikroflora usus sehingga 
meningkatkan kejadian penyakit enterik, dampaknya 
produktivitas menurun dan mortalitas meningkat 
(Yang et al. 2008; Lai et al. 2011; Marcq et al. 2011). 
Peternakan unggas di daerah tropika lembap juga 
dihadapkan dengan suhu lingkungan tinggi yang 
mengakibatkan ternak menderita stres panas (Tamzil 
2014). Hal-hal tersebut yang harus diperhatikan 
dalam penggunaan immunostimulan untuk memacu 
produksi antibodi ayam sebagai pabrik biologis di 
daerah tropika lembap. 

Penelitian ini bertujuan untuk melihat sejauh mana 
penambahan minyak ikan dapat meningkatkan stres 
oksidatif pada ayam petelur yang diimunisasi secara 
berulang dilihat dari parameter stres seperti profil 
hematologi dan kadar malonildehida sehingga dapat 
melihat kelayakan penggunaan minyak ikan lemuru 
sebagai immunostimulan. 
 

 

METODE PENELITIAN 
 

Penelitian ini dilakukan pada 30 ekor ayam petelur 
betina ras ISA Brown berumur 16 minggu serta 

menggunakan metode eksperimental dengan ranca-
ngan percobaan adalah rancangan acak lengkap 
dengan pola faktorial 5 × 4. Pemeliharaan dilakukan 
di Kandang Laboratorium Nutrisi Unggas, Fakultas 
Peternakan, Institut Pertanian Bogor dengan Sertifikat 
Persetujuan Etik Hewan No: 035/KEH/SKE/VI/2015.  

30 ekor ayam petelur betina ras ISA Brown 
berumur 16 minggu setelah diaklimatisasi selama dua 
minggu dibagi secara acak ke dalam lima perlakuan, 
A, B, C, D, dan E. Komposisi dan kandungan nutrisi 
ransum dapat dilihat pada Tabel 1 dan 2. Imunisasi 
pertama dilakukan pada umur 18 minggu meng-
gunakan 1 ml larutan enzim lipase pankreas babi 2 
mg/ml dalam PBS (Appli Chem #A9520) dan 1 ml 
adjuvant Quil-A 2 mg/ml (Sigma #S4521) dengan 
penyuntikan secara intramuskular di M. pectoralis. 
Perlakuan A merupakan kontrol positif yang di-
imunisasi dengan lipase 1 mg dan diberikan ransum 
kontrol, sedangkan perlakuan B, C, dan D juga 
diimunisasi dengan lipase 1 mg dan diberikan minyak 
ikan lemuru dalam pakan dengan konsentrasi masing-
masing (1, 2, dan 3%), sedangkan perlakuan E tidak 
diimunisasi dan diberikan ransum kontrol. Imunisasi 
kedua dan ketiga dilakukan dengan interval empat 
minggu. Pengambilan darah dilakukan dua minggu 
setelah imunisasi dari vena jugularis, sedangkan 
pengambilan sampel hati dan limpa dilakukan dua 
minggu setelah imunisasi ketiga. 

 
Analisis Parameter Hematologi 

Analisis parameter hematologi dilakukan di 
Laboratorium Fisiologi, Fakultas Kedokteran Hewan, 
Institut Pertanian Bogor, parameter hematologi yang 
diukur adalah jumlah leukosit, jumlah eritrosit, 
hematokrit, kadar hemoglobin, dan diferensial leu-
kosit. Pengukuran parameter hematologi dilakukan 
sesuai dengan metode pada Sastradipradja et al. 
(1989). Pembuatan sediaan apus darah dilakukan 
sesuai dengan metode Eggen et al. (2001) untuk 
diferensiasi butir darah putih dengan pewarnaan 
Giemsa 10%. Penghitungan indeks stres dilakukan 
dengan menggunakan perbandingan heterofil dengan 
limfosit (H/L) (Kannan et al. 2000). 

 
Pengukuran Kadar Malonildehida (MDA) 

Pengukuran kadar MDA dilakukan dengan metode 
TBARSC dengan mengukur konsentrasi Thioarbituric 
Acid Reactive Substances pada sampel hati dan 
limpa. Hati dan limpa digerus dengan mortar dalam 
keadaan dingin lalu ditambahkan 1,25 ml buffer fosfat 
yang mengandung 11,5 g/l kalium klorida dalam 
kondisi dingin pH 7,4. Kemudian disentrifus dengan 
kecepatan 4.000 rpm selama 10 menit, supernatan 
keruh yang diperoleh diambil dan disentrifus lagi 
selama 10 menit, 1 ml supernatan yang jernih diambil 
dan ditambahkan 1 ml campuran larutan HCl 0,25 N 
yang mengandung 15% asam trikloroasetat (w/v), 
0,28% asam tiobarbiuart dan 0,5% butilat hidroksito-
luen. Campuran larutan dan supernatan tersebut 

dipanaskan pada inkubator dengan suhu 80 C 
selama 1 jam, kemudian didinginkan dengan air 
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mengalir dan disentrifuse 3.500 rpm selama 10 menit. 
Absorbansi supernatan diukur dengan spektrofoto-
meter pada panjang gelombang 532 nm. 
 
Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisis dengan meng-
gunakan analisis sidik ragam dua arah (ANOVA two 
way) pada taraf kepercayaan 95%, jika terdapat 
pengaruh nyata (P<0,05) maka dilanjutkan dengan uji 
wilayah berganda Tukey HSD untuk mengetahui letak 
signifikansi data. Uji ANOVA dan Tukey dilakukan 
menggunakan program IBM SPSS Statistics

®
 22. 

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Stres oksidatif merupakan salah satu faktor yang 
harus dipertimbangkan untuk menilai kelayakan peng-
gunaan minyak ikan lemuru sebagai imunomodulator. 
Profil leukosit merupakan parameter fisiologis klasik 
untuk menilai status kesehatan, khususnya akibat 
stres. Keuntungan lain adalah metode ini ekonomis 
dan tidak bergantung pada waktu pengambilan 
sampel dibandingkan pengukuran glukokortikoid 
(Davis et al. 2008). Berbagai penelitian menunjukkan 
korelasi antara peningkatan kadar glukokortikoid 
dengan perubahan profil leukosit, yaitu peningkatan 
jumlah neutrofil (heterofil) dan penurunan jumlah 
limfosit, pemberian glukokortikoid juga mengakibatkan 

neutrophilia dan limfopenia (Gross & Siegel 1983). 
Peningkatan kadar glukokortikoid juga akan meng-
hambat produksi dan sekresi berbagai sitokin seperti 
interleukin-1 dan 2, interferon-Ý, dan MHC kelas II 
yang berperan dalam respons kekebalan selular dan 
humoral sehingga produksi antibodi terganggu dan 
ayam akan lebih rentan terserang penyakit (Virden & 
Kidd 2009). 

Hasil pengukuran jumlah leukosit disajikan pada 
Tabel 3, terlihat bahwa jumlah leukosit tidak 
mengalami perubahan yang signifikan (P>0,05) antar 
perlakuan dengan pemberian minyak ikan lemuru 
dengan berbagai tingkatan dan antar periode imuni-
sasi. Hal serupa ditemukan juga oleh Rusmana et al. 
(2008), peranan minyak ikan lemuru sebagai 
imunomodulator baru terlihat pada peningkatan titer 
antibodi sekunder terhadap ND.  

Pada pengukuran indeks stres (rasio heterofil dan 
limfosit), terlihat pada Tabel 4 terjadi penurunan 
indeks stres pada imunisasi pertama meskipun tidak 
secara signifikan (P>0,05), penurunan tersebut 
disebabkan peningkatan jumlah limfosit. Peningkatan 
jumlah limfosit tersebut disebabkan oleh aktivasi 
sistem imun akibat terpapar benda asing, yaitu lipase 
pankreas babi untuk kemudian memproduksi antibodi. 
Pada imunisasi kedua dan ketiga terjadi peningkatan 
rasio heterofil dan limfosit. Peningkatan indeks stres 
diakibatkan oleh peningkatan sekresi hormon 
glukokortikoid yang merangsang migrasi limfosit dari 

Tabel 1 Komposisi ransum penelitian 

Bahan makanan R1 (%) R2 (%) R3 (%) R4 (%) 

Jagung  55,40 53,7 51,7 50 
Corn gluten meal 5,00 5 4 4 
Bungkil kelapa 19,80 19,5 21,5 22,2 
Tepung ikan 8,00 9 9 8 
Minyak sawit 2,00 2 2 2 
Minyak ikan lemuru 0 1 2 3 
CaCO3 9,00 9 9 10 
NaCl 0,20 0,2 0,2 0,2 
Premix 0,50 0,5 0,5 0,5 
DL-methionin 0,10 0,1 0,1 0,1 

 100 100 100 100 

Keterangan: R1: Ransum kontrol, R2: Ransum dengan kandungan minyak ikan lemuru 1%, R3: Ransum dengan kandungan 
minyak ikan lemuru 2%, dan R4: Ransum dengan kandungan minyak ikan lemuru 3%. 

 
Tabel 2 Kandungan nutrisi dan energi metabolis ransum  

Nutrisi R1 R2 R3 R4 

EM (kkal/kg) 2.900,6 2.934,35 2.951,85 2.956,10 
Protein kasar (%) 19,10 19,23 19,29 19,04 
Lemak kasar (%) 4,49 4,44 4,35 4,27 
Serat kasar (%) 2,18 2,14 2,13 2,10 
Lisin (%) 1,17 1,21 1,27 1,24 
Methionin (%) 0,48 0,49 0,50 0,49 
Sistein (%) 0,31 0,31 0,33 0,32 
Ca (%) 3,99 4,05 4,06 4,37 
P (%) 0,46 0,49 0,50 0,46 
Na (%) 0,15 0,16 0,16 0,15 
Cl (%) 0,20 0,21 0,21 0,20 
Asam linoleat (%) 1,40 1,38 1,35 1,30 
Asam linolenat (%) 0,19 0,40 0,61 0,79 

Keterangan: R1: Ransum kontrol, R2: Ransum dengan kandungan minyak ikan lemuru 1%, R3: Ransum dengan kandungan 
minyak ikan lemuru 2%, dan R4: Ransum dengan kandungan minyak ikan lemuru 3%. 
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sirkulasi menuju jaringan, seperti limfonodus, limpa, 
hati, dan lain-lain, serta merangsang pelepasan 
heterofil dari sumsum tulang ke aliran darah dan 
menekan pelepasan heterofil ke jaringan serta regresi 
timus, limpa, dan bursa fabricius, hal yang sama juga 
dijumpai pada pemberian glukokortikoid eksogen 
(Nathan et al. 1977, Siegel 1995).  

Setelah imunisasi ketiga terlihat peningkatan 
secara signifikan (P<0,05) indeks stres pada per-
lakuan A, B, C, dan D, hal ini menunjukkan 
peningkatan indeks stres disebabkan imunisasi 
berulang yang dilakukan. Peningkatan indeks stres 
pada perlakuan yang diberikan minyak ikan lemuru 
meskipun lebih tinggi dibandingkan yang tidak diberi-
kan minyak ikan lemuru (perlakuan A) tidak berbeda 
secara signifikan, hal ini menunjukkan peningkatan 
indeks stres lebih disebabkan imunisasi berulang dan 
bukan akibat pemberian minyak ikan lemuru. 

Pada pengukuran jumlah eritrosit, terlihat bahwa 
jumlah eritrosit mengalami penurunan pada semua 
perlakuan, termasuk pada kontrol yang tidak di-
imunisasi dan tidak diberikan minyak ikan lemuru. 
Penurunan jumlah eritrosit yang signifikan (P<0,05) 
ditemukan pada perlakuan B yang diberikan minyak 
ikan lemuru 1%. Penurunan jumlah eritrosit akan 
berdampak pada kurangnya asupan oksigen tubuh. 
Kejadian ini dapat memicu kerusakan sel dan jaringan 
pada organ tertentu, baik berupa nekrosis dan 
degenerasi (Tamzil 2014). Penurunan jumlah eritrosit 
direspons tubuh ayam dengan peningkatan kadar Hb 
yang signifikan (P<0,05) di dalam darah untuk 
memastikan kecukupan suplai oksigen ke dalam 
jaringan. 

Pada penelitian yang dilakukan Handayani et al. 
(2013), pemberian minyak ikan lemuru sampai kadar 
7,5% tidak memberikan peningkatan jumlah eritrosit 

yang signifikan karena konsumsi linoleat pakan relatif 
sama, di mana asupan pakan dengan kadar linoleat 
yang lebih tinggi akan lebih rendah. Penurunan nilai 
hematokrit yang signifikan (P<0,05) ditemukan pada 
kelompok yang diimunisasi dan diberikan minyak ikan 
lemuru, hematokrit menunjukkan presentasi eritrosit 
yang ada di dalam darah (Tabel 5).  

Profil malonildehida merupakan penanda kerusa-
kan selular akibat akumulasi radikal bebas dan 
merupakan produk peroksidasi asam lemak (Franco 
2004, Hansen et al. 2006). Peroksidasi lipid merupa-
kan reaksi di mana PUFA yang mengandung sedikit-
nya tiga ikatan rangkap diserang oleh radikal bebas. 
Berbagai kondisi dapat mengakibatkan peningkatan 
produksi radikal bebas (Reactive Oxigen Species = 
ROS), yaitu peningkatan suhu dan kelembapan 
kandang dan peningkatan laju metabolisme tubuh 
akibat imunisasi dan sekresi glukokortikoid. Target 
utama peroksidasi oleh ROS adalah PUFA dalam lipid 
membran. PUFA didegradasi oleh radikal-radikal 
bebas membentuk MDA. Pemberian suplementasi 
minyak ikan lemuru dalam pakan sebagai imuno-
stimulan memberikan risiko peningkatan peroksidasi 
lemak karena kandungan PUFA di minyak ikan 
lemuru yang tinggi sehingga meningkatkan risiko stres 
oksidatif.  

Pada Tabel 6, terlihat pada perlakuan ayam yang 
diimunisasi dan diberikan minyak ikan lemuru memiliki 
kadar MDA di hati dan limpa yang lebih tinggi 
dibandingkan kontrol namun tidak berbeda secara 
signifikan (P>0,05) karena peningkatan aktivitas hati 
untuk menyediakan sumber energi dan peningkatan 
proliferasi limfosit B di limpa. Hal ini menunjukkan 
respons stres oksidatif yang diakibatkan imunisasi 
berulang dan pemberian minyak ikan lemuru masih 
dapat ditolerir oleh tubuh.  

Tabel 3 Rata-rata jumlah leukosit (x 10
3
/mm

3
) antar periode imunisasi 

Perlakuan Pre imunisasi Imunisasi ke-1 Imunisasi ke-2 Imunisasi ke-3 

A 8,7 ± 1,4
 

9,6 ± 1,7 9,1 ± 1,2  9,4 ± 4,8  
B 11,1 ± 1,8

 
10,4 ± 2,8 10,2 ± 1,4  9,5 ± 2,0  

C 14,2 ± 6,3
 

14,2 ± 5,7 12,1 ± 1,6  14,4 ± 4,2  
D 12,8 ± 3,8

 
12,1 ± 1,1  14,6 ± 4,3  12,6 ± 1,0  

E 11,9 ± 0,9
 

10,1 ± 2,7  12,4 ± 7,7  11,9 ± 4,1 

Keterangan: A: Imunisasi 1 mg lipase, B: Imunisasi 1 mg lipase dan minyak ikan lemuru (MIL) 1%, C: Imunisasi 1 mg lipase 
dan MIL 2%, D: Imunisasi 1 mg lipase dan MIL 3%, dan E: Tanpa imunisasi dan MIL. 
ab

: Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada p<0,05 
xy

: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada p<0,05 
 

Tabel 4 Rata-rata indeks stres antar periode imunisasi 

Perlakuan Pre imunisasi Imunisasi ke-1 Imunisasi ke-2 Imunisasi ke-3 

A 0,18 ± 0,05
 a 

 0,09 ± 0,02
 a 

 0,35 ± 0,19
 ab 

 0,78 ± 0,43
 b 

 
B 0,15 ± 0,03

 a 
 0,12 ± 0,07

 a 
 0,45 ± 0,25

 ab 
 0,85 ± 0,47

 b 
 

C 0,20 ± 0,03
 a 

 0,26 ± 0,17
 a
 0,41 ± 0,06

 ab 
 1,26 ± 0,43

 b 
 

D 0,24 ± 0,21
 ab 

 0,13 ± 0,07
 a 

 0,54 ± 0,67
 bc 

 0,86 ± 0,24
 b 

 
E 0,11 ± 0,03

 a 
 0,17 ± 0,15

 a 
 0,48 ± 0,05

 ab 
 0,51 ± 0,05

 ab 
 

Keterangan: A: Imunisasi 1 mg lipase, B: Imunisasi 1 mg lipase dan minyak ikan lemuru (MIL) 1%, C: Imunisasi 1 mg lipase 
dan MIL 2%, D: Imunisasi 1 mg lipase dan MIL 3%, dan E: Tanpa imunisasi dan MIL. 
ab

: Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada p<0,05 
xy

: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata pada p<0,05 
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KESIMPULAN 
 

Suplementasi minyak ikan lemuru dalam pakan 
pada ayam yang diimunisasi secara berulang tidak 
memengaruhi berbagai parameter stres seperti jumlah 
leukosit, rasio heterofil, dan limfosit, serta kadar 
malonildehida sehingga dapat dikatakan tidak mem-
berikan tambahan stres oksidatif pada ayam yang 
diimunisasi secara berulang. 
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