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ft n e s s  f oll o wi n g i nf e cti o n wit h hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n 

i n f u e n z a H 5 N 1 str ai n s a n d ar e s u s c e pti bl e t o a r e c e ntl y 

cir c ul ati n g h u m a n 2 0 0 9 p a n d e mi c li n e a g e H 1 N 1 str ai n 

Gr a c e K. W e n g er, 1 D e a n n T. S n y d er, 1 J u sti n R. Pri g g e, 1 All y s o n H. T ur n er, 2 S ar a A. J a fr a ni, 2 E d w ar d E. S c h mi dt, 1, 3 E mil y A. Br u c e, 2 

E m m a K. L o v e d a y 1 

A U T H O R A F FI LI A TI O N S S e e a fli ati o n  li st o n p. 5 . 

A B S T R A C T T h e  r e c e nt  e m er g e n c e  of  hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  i n f u e n z a ( H P AI)  H 5 N 1  

( cl a d e  2. 3. 4. 4 b,  g e n ot y p e  B 3. 1 3)  i n  d air y  c attl e  pr e s e nt s  s u b st a nti al  c h all e n g e s  t o  t h e  

a gri c ult ur al s e ct or a n d p u bli c h e alt h. M e c h a ni sti c st u di e s of i nf e cti o n a n d tr a n s mi s si o n 

i n  c attl e  h a v e  pr o v e n  di f c ult  d u e  t o  a ni m al  h a n dli n g  r e stri cti o n s  a n d  t h e  li mit e d  

a v ail a bilit y  of  e st a bli s h e d  c ell  c ult ur e  m o d el s.  Pri m ar y  b o vi n e  e m br y o ni c  f br o bl a st s  

( B e E F s) w er e i s ol at e d a n d i n v e sti g at e d h er e a s a m o d el t o st u d y i n f u e n z a A vir u s (I A V) 

i nf e cti o n d y n a mi c s. W e c o m p ar e d si al yl ati o n pr o fl e s,  i nf e cti o u s vir u s pr o d u cti o n, vir al 

r e pli c ati o n, a n d pl a q u e m or p h ol o g y i n B e E F s f oll o wi n g i nf e cti o n wit h t h e b o vi n e H P AI 

H 5 N 1 a n d a n e arli er 2. 3. 4. 4 b  g e n ot y p e ( B 1. 1) i s ol at e d i n 2 0 2 2. T h e d at a pr e s e nt e d h er e 

d e m o n str at e i n cr e a s e d e x pr e s si o n of α - 2, 3 si ali c a ci d s c o m p ar e d t o α - 2, 6 si ali c a ci d s i n 

B e E F s, si mil ar t o si al yl ati o n pr o fl e s  pr e vi o u sl y r e p ort e d i n b o vi n e m a m m ar y ti s s u e. T h e s e 

d at a al s o di s pl a y i n cr e a s e d vir al ft n e s s  of t h e b o vi n e ori gi n H P AI H 5 N 1 str ai n s a cr o s s 

b o vi n e a n d a vi a n c ell li n e s, c o n si st e nt wit h pr e vi o u s c h ar a ct eri z ati o n i n b o vi n e m a m m ar y 

ti s s u e. F urt h er m or e, B e E F s w er e f ull y s u s c e pti bl e t o a 2 0 2 2 H 1 N 1 p d m 0 9-li k e I A V str ai n 

w hil e m ai nt ai ni n g r e si st a n c e t o t h e 2 0 0 9 H 1 N 1 p d m 0 9 I A V a s pr e vi o u sl y c h ar a ct eri z e d 

i n m a m m ar y c ell s. T hi s st u d y hi g hli g ht s t h e o n g oi n g z o o n oti c a d a pt ati o n of H P AI H 5 N 1 

i n m a m m al s a n d t h e p ot e nti al f or c oi nf e cti o n wit h s el e ct h u m a n H 1 N 1 2 0 0 9 p a n d e mi c 

li n e a g e str ai n s, e n a bli n g t h e p ot e nti al d e v el o p m e nt of r e a s s ort a nt str ai n s. T h e s e d at a 

s u p p ort t h e a bilit y of B e E F s t o s er v e a s a c o m pl e m e nt ar y i n vitr o s yst e m f or st u d yi n g I A V 

i nf e cti o n s i n b o vi n e h o st s. 

I M P O R T A N C E Z o o n oti c s pill o v er t o h u m a n s wit h a vi a n i n f u e n z a A s u bt y p e s, s u c h a s 

H 5 N 1, c a n h a v e e xtr a or di n aril y hi g h m ort alit y r at e s. R e c e ntl y, hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n 

i n f u e n z a ( H P AI) H 5 N 1 h a s s pr e a d t o d air y c attl e a n d c a u s e d wi d e s pr e a d di s e a s e i n o v er 
E dit or R o b ert P a ul d e Vri es, U ni v ersit eit Utr e c ht, 

a  t h o u s a n d  h er d s  a cr o s s  t h e  U nit e d  St at e s.  T hi s  wi d e s pr e a d  i nf e cti o n  n ot  o nl y  p o s e s  Utr e c ht, t h e N et h erl a n ds 

n ot a bl e  e c o n o mi c  c h all e n g e s  t o  a gri c ult ur al  i n d u stri e s  b ut  al s o  r e pr e s e nt s  a  n ot a bl e  
A d dr ess c orr es p o n d e n c e t o E m m a K. L o v e d a y, 

c o n c er n  t o  h u m a n  p u bli c  h e alt h.  W hil e  st u di e s  of  i nf e cti o n  d y n a mi c s  of  H P AI  H 5 N 1  e m m a.l o v e d a y @ m o nt a n a. e d u . 
i n  c attl e  r e m ai n  cr u ci al,  a ni m al  h a n dli n g  r e stri cti o n s  a n d  a  l a c k  of  w ell- c h ar a ct eri z e d  

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o n fi ct  of i nt er est. 
c ell  c ult ur e  m o d el s  m a k e  t hi s  w or k  c h all e n gi n g.  T h e  si g ni f c a n c e  of  o ur  r e s e ar c h  li e s  

i n i d e ntif yi n g a n i n vitr o s yst e m — pri m ar y b o vi n e e m br y o ni c f br o bl a st s  ( B e E F s) — a s a S e e t h e f u n di n g t a bl e o n p. 6 . 

p h y si ol o gi c all y r el e v a nt i n vitr o s yst e m f or st u d yi n g t h e s e i nf e cti o n d y n a mi c s, h el pi n g t o R e c ei v e d 1 0 O ct o b er 2 0 2 5 
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O b s er v ati o n 

S i n c e  M ar c h  2 0 2 4,  hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  i n f u e n z a ( H P AI)  H 5 N 1  ( cl a d e  2. 3. 4. 4 b)  

h a s  b e e n  i d e nti f e d i n  1, 0 8 0  U. S.  d air y  c attl e  h er d s  a cr o s s  1 8  st at e s,  r e s ulti n g  i n  

r e d u c e d mil k pr o d u cti o n a n d m a stiti s a m o n g i nf e ct e d a ni m al s (1 – 3 ). T hi s wi d e s pr e a d 

tr a n s mi s si o n  p o s e s  s eri o u s  e c o n o mi c  t hr e at s  t o  a gri c ult ur e,  a s  c o ntr ol  m e a s ur e s  a n d  

bi o s e c urit y  e n h a n c e m e nt s  c a n  c a u s e  s eri o u s  f n a n ci al  b ur d e n s  ( 4,  5 ).  I nf e ct e d  b o vi n e  

m a m m ar y gl a n d s r el e a s e hi g h c o n c e ntr ati o n s of vir u s i nt o mil k, p o si n g a n a d diti o n al ri s k 

of i nf e cti o n t o h u m a n s e x p o s e d t o u n p a st e uri z e d mil k ( 1 ). Si n c e M ar c h 2 0 2 4, 4 1 h u m a n 

c a s e s  fr o m  e x p o s ur e  t o  i nf e ct e d  c attl e  h a v e  b e e n  d o c u m e nt e d  ( 1,  2,  6 – 8 ).  H o w e v er,  

i n- d e pt h st u di e s of H P AI H 5 N 1 wit hi n b o vi n e h o st s ar e di f c ult  d u e t o a ni m al h a n dli n g 

r e stri cti o n s a n d a l a c k of w ell- c h ar a ct eri z e d pri m ar y i n vitr o m o d el s. 

T o i m pr o v e u n d er st a n di n g of H P AI H 5 N 1 i nf e cti o n d y n a mi c s i n c attl e, w e a c q uir e d 

pri m ar y b o vi n e e m br y o ni c f br o bl a st s  ( B e E F s) fr o m a mi x e d br e e d c o w. W e d et er mi n e d 

t h eir  s u s c e pti bilit y  a n d  p er mi s si vit y  c o m p ar e d  t o  D F- 1  c ell s,  a  c hi c k e n  f br o bl a st  c ell  

li n e, t o H P AI H 5 N 1 vir u s e s fr o m m ulti pl e cl a d e s. W e i n v e sti g at e d si ali c a ci d pr o fl e s  a n d 

s u s c e pti bilit y  of  B e E F s  t o  h u m a n  2 0 0 9  p a n d e mi c-li n e a g e  i n f u e n z a A  vir u s  (I A V)  a n d  

H P AI H 5 N 1 str ai n s, w hi c h d e m o n str at e d c o n si st e n c y wit h pr e vi o u s c h ar a ct eri z ati o n s of 

m a m m ar y ti s s u e ( 9 – 1 2 ). O ur r e s ult s s h o w t h at n e wl y cir c ul ati n g b o vi n e B 3. 1 3 g e n ot y p e 

H 5 N 1 vir u s d e m o n str at e s i n cr e a s e d ft n e s s  c o m p ar e d t o t h e a vi a n B 1. 1 g e n ot y p e H 5 N 1 

vir u s fr o m pri or t o t h e b o vi n e H 5 N 1 o ut br e a k, a n d t h at c attl e h a v e p ot e nti al c a p a cit y t o 

o p er at e a s mi xi n g v e s s el s f or i n f u e n z a A str ai n s. 

C h ar a ct eri zi n g B e E F a n d D F- 1 c ell s f oll o wi n g H P AI H 5 N 1 i nf e cti o n 

T o d et er mi n e w h et h er B e E F s ar e s u s c e pti bl e t o A/ b o vi n e/ O hi o/ B 2 4 O S U- 4 3 9/ 2 0 2 4 H 5 N 1 

a n d  A/ b al d  e a gl e/ Fl ori d a/ W 2 2- 1 3 4- O P/ 2 0 2 2  H 5 N 1  H P AI  H 5 N 1  a n d  c a n  f u n cti o n  a s  a  

p ot e nti al m o d el s yst e m f or st u d yi n g H P AI i nf e cti o n d y n a mi c s i n c attl e, w e p erf or m e d 

a c o m p ar ati v e st u d y of B e E F s a n d D F- 1 s i nf e ct e d wit h a n a vi a n B 1. 1 g e n ot y p e H 5 N 1 

i s ol at e d pri or t o t h e b o vi n e o ut br e a k a n d b o vi n e B 3. 1 3 g e n ot y p e H 5 N 1 i s ol at e d at t h e 

b e gi n ni n g of t h e b o vi n e o ut br e a k. ( Fi g. 1 A). Vir al s u p er n at a nt gr o wt h c ur v e s a n d t ot al M 

g e n e i n R N A fr o m B e E F s a n d D F- 1 s i nf e ct e d wit h t h e di f er e nt  H P AI H 5 N 1 str ai n s w er e 

p erf or m e d t o d et er mi n e ft n e s s  of e a c h vir u s str ai n. Si al yl ati o n pr o fli n g  w a s utili z e d t o 

d et er mi n e t h e pr e s e n c e of a vi a n ( α - 2, 3) a n d m a m m ali a n (α - 2, 6) si ali c a ci d r e c e pt or s t o 

b ett er u n d er st a n d c ell s u s c e pti bilit y t o str ai n s i s ol at e d fr o m v ari o u s h o st s p e ci e s. 

A vi a n- ori gi n I A V r e c e pt or s ar e pr e s e nt o n B e E F c ell s 

C h ar a ct eri zi n g  r e c e pt or  pr e v al e n c e  a cr o s s  di f er e nt  c ell  t y p e s  pr o vi d e s  criti c al  i n si g ht  

i nt o I A V i nf e cti o n d y n a mi c s i n m ulti pl e s p e ci e s. W e c o m p ar e d f u or e s c e n c e  i m a g e s of 

B e E F s a n d D F- 1 s ( Fi g. 1 B) e x p o s e d t o α- 2, 6- ( S N A) a n d α- 2, 3- ( M A L 1, M A L 2, a n d R P L- Si a 1) 

s p e ci f c  l e cti n s.  M A L 1  a n d  M A L 2  d e m o n str at e d  cl e ar  bi n di n g  t o  B e E F s,  w hil e  S N A  

d e m o n str at e d  f ai nt  bi n di n g  t o  B e E F s.  O v er all,  α - 2, 3- s p e ci f c l e cti n s  d e m o n str at e d  

i n cr e a s e d bi n di n g t o B e E F s c o m p ar e d t o α - 2, 6- s p e ci f c l e cti n s. Si mil arl y, M A L 1 a n d M A L 2 

l e cti n s  d e m o n str at e d  cl e ar  bi n di n g  t o  D F- 1 s,  w hil e  S N A  d e m o n str at e d  li mit e d  t o  n o  

bi n di n g. I n c o ntr a st t o B e E F s, bi n di n g of P N A a n d E C L t o D F 1 c ell s w a s mi ni m al. O v er all, 

α - 2, 3- s p e ci f c l e cti n s  d e m o n str at e d  i n cr e a s e d  bi n di n g  t o  D F- 1 s  c o m p ar e d  t o  α - 2, 6-

s p e ci f c  l e cti n s. 

B o vi n e- ori gi n H 5 N 1 s h o w s i n cr e a s e d ft n e s s  i n b o vi n e a n d c hi c k e n pri m ar y 
c ell s 

T o  a s s e s s  p ot e nti al  di f er e n c e s  i n  vir al  r e pli c ati o n  b et w e e n  t h e  2 0 2 2  a vi a n  a n d  2 0 2 4  

b o vi n e H 5 N 1 str ai n s, gr o wt h c ur v e s w er e p erf or m e d f oll o wi n g a m ulti pli cit y of i nf e cti o n 

( M OI) of 0. 1 i n B e E F s (Fi g. 1 C ). T h e s e r e s ult s s h o w e d a si g ni f c a nt  i n cr e a s e i n b o vi n e H 5 N 1 

vir u s pr o d u cti o n at m ulti pl e ti m e p oi nt s c o m p ar e d t o a vi a n H 5 N 1. Gr o wt h c ur v e s w er e 

al s o p erf or m e d i n D F- 1 s, a c ell t y p e i n w hi c h b o vi n e- ori gi n H 5 N 1 h a s b e e n pr e vi o u sl y 

c h ar a ct eri z e d ( 1 3 ), wit h si mil ar r e s ult s ( Fi g. 1 D). I nt er e sti n gl y, b ot h t h e a vi a n a n d b o vi n e 

H 5 N 1 str ai n s pr o d u c e d hi g h er tit er s o v er all i n t h e D F- 1 s c o m p ar e d t o B e E F c ell s. As t h e 

Mi cr o bi ol o g y S p e ctr u m 
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FI G  1 C h ar a ct eri zi n g B e E F a n d D F- 1 c ell s. ( A ) A s c h e m ati c of t h e e x p eri m e nt al d e si g n: i nf e cti o n of B e E F a n d D F- 1 c ell s wit h H 5 N 1 i s ol at e d b ef or e ( a vi a n 

2 0 2 2 H 5 N 1) a n d d uri n g ( b o vi n e 2 0 2 4 H 5 N 1) t h e b o vi n e H P AI o ut br e a k. C ell s w er e a n al y z e d f or t h e pr e s e n c e of di f er e nt  si ali c a ci d r e c e pt or s, i nf e cti o u s vir u s 

pr o d u cti o n, a n d vir al r e pli c ati o n. ( B ) Si al yl ati o n pr o fli n g  di s pl a yi n g l e cti n- bi n di n g ( w hit e/ gr a y) of α - 2, 3- a n d α - 2, 6- s p e ci f c l e cti n s t o B e E F a n d D F- 1 c ell s a n d 

D A PI st ai ni n g of n u cl ei ( bl u e). M A L 1 ( M a a c ki a a m ur e nsis  l e cti n I), M A L 2 (M a a c ki a a m ur e nsis  l e cti n II), a n d R P L ar e s p e ci f c  t o α - 2, 3 r e c e pt or s, a n d S N A (S a m b u c us 

ni gr a  l e cti n) i s s p e ci f c  t o α - 2, 6 r e c e pt or s. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s of e a c h l e cti n ar e s h o w n at t h e s a m e m a g ni f c ati o n.  S c al e b ar = 1 0 0 µ m. Gr o wt h c ur v e s ( M OI 

0. 1)  of a vi a n 2 0 2 2 a n d b o vi n e 2 0 2 4 H 5 N 1 o n B e E F s (C ) a n d D F- 1 s (D ). D at a r e pr e s e nt a mi ni m u m of t w o i n d e p e n d e nt r e pli c at e s a n al y z e d b y t w o- w a y A N O V A. 

Vir al r e pli c ati o n a s m e a s ur e d b y R T- q P C R f or t h e vir al M g e n e i n t ot al R N A i s ol at e d fr o m B e E F s ( E ) a n d D F- 1 s (F ). D at a r e pr e s e nt a mi ni m u m of t w o i n d e p e n d e nt 

r e pli c at e s a n al y z e d b y t w o- w a y A N O V A. ( G) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s of pl a q u e s f or m e d b y a vi a n 2 0 2 2 a n d b o vi n e 2 0 2 4 H 5 N 1 i nf e cti o n of B e E F s. (H) C o m p ari s o n of 

( C o nti n u e d o n n e xt p a g e) 

A pril 2 0 2 6  V ol u m e 1 4  I s s u e 4 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 3 2 8 5- 2 5 3  

A 

A/ B al d E a gl e/ Fl ori d a/ W 2 2- 1 3 4-

O P/ 2 0 2 2/ H 5 N 1  ( A vi a n  2 0 2 2) 

G e n ot y p e  B 1 . 1 / Cl a d e  2. 3. 4. 4 b 
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Fi g 1 ( C o nti n u e d) 

pl a q u e ar e a s r e v e al s si g ni f c a ntl y  r e d u c e d pl a q u e si z e s f or a vi a n 2 0 2 2 H 5 N 1 i n b ot h B e E F s a n d D F- 1 c o m p ar e d t o b o vi n e 2 0 2 4 H 5 N 1. A mi ni m u m of 5 0 pl a q u e s 

w er e a n al y z e d f or e a c h vir u s a n d a n al y z e d b y o n e- w a y A N O V A. ( I) Gr o wt h c ur v e of C al 0 9 H 1 N 1 p d m 0 9 a n d 2 0 2 2 U V M- 0 4 7 8 H 1 N 1 p d m 0 9-li k e str ai n s o n B e E F s. 

D at a r e pr e s e nt a mi ni m u m of t hr e e i n d e p e n d e nt r e pli c at e s a n al y z e d b y t w o- w a y A N O V A. * P  < 0. 0 5, * *P  < 0. 0 1, * * *P  < 0. 0 0 1, * * * *P  < 0. 0 0 0 1. 

m ai n sit e of i nf e cti o n i n d air y c attl e i s t h e m a m m ar y gl a n d, t h er e m a y b e a d diti o n al h o st 

f a ct or s t h at ar e n ot pr e s e nt wit hi n o ur B e E F s t h at li mit o v er all vir u s pr o d u cti o n c o m p ar e d 

t o t h e D F- 1 c ell s. 

I n a d diti o n t o gr o wt h c ur v e s, w e q u a nti f e d  t h e a m o u nt of vir al R N A i n si d e i nf e ct e d 

h o st c ell s. F oll o wi n g i nf e cti o n, h o st c ell s w er e l ys e d, a n d t h e l e v el s of vir al R N A w er e 

q u a nti f e d  vi a q R T- P C R. Vir al M g e n e l e v el s w er e a n al y z e d a n d r e v e al e d e f ci e nt  vir al 

i nf e cti o n a n d r e pli c ati o n wit h n o si g ni f c a nt  di f er e n c e  b et w e e n t h e t w o vir u s str ai n s i n 

b ot h t h e B e E F s ( Fi g. 1 E) a n d D F- 1 s ( Fi g. 1 F). T hi s c o ntr a st e d wit h t h e di f er e n c e s  s e e n 

i n i nf e cti o u s vir u s pr o d u c e d a n d s u g g e st s t h at, w hil e b ot h vir u s e s c a n pr o d u c e si mil ar 

l e v el s of vir al R N A, b o vi n e H 5 N 1 i s a bl e t o m or e e f ci e ntl y  pr o d u c e i nf e cti o u s vir u s i n 

b ot h B e E F s a n d D F- 1 c ell s. 

T o f urt h er e v al u at e p ot e nti al ft n e s s  di f er e n c e s,  w e a n al y z e d pl a q u e si z e fr o m vir u s 

c oll e ct e d fr o m B e E F s a n d D F- 1 c ell s i nf e ct e d wit h b o vi n e or a vi a n H 5 N 1 a n d tit er e d o n 

M D C K- SI A T 1- T M P R S S 2 ( M S T) c ell s, wit h r e pr e s e nt ati v e i m a g e s s h o w n i n Fi g. 1 G. Pl a q u e s 

fr o m B e E F s a n d D F- 1 s i nf e ct e d wit h b o vi n e H 5 N 1 w er e si g ni f c a ntl y  l ar g er t h a n pl a q u e s 

fr o m  a vi a n  H 5 N 1-i nf e ct e d  c ell s,  d e m o n str ati n g  i n cr e a s e d  ft n e s s  of  t h e  b o vi n e  H 5 N 1  

str ai n a cr o s s b ot h s p e ci e s m o d el s ( Fi g. 1 H) ( 1 4 – 1 7 ). I nt er e sti n gl y, t h e pl a q u e s pr o d u c e d 

fr o m  b o vi n e  H 5 N 1-i nf e ct e d  B e E F s  w er e  si g ni f c a ntl y  l ar g er  t h a n  t h o s e  fr o m  b o vi n e  

H 5 N 1-i nf e ct e d D F- 1 s, f urt h er hi g hli g hti n g t h e i n cr e a s e d vir al ft n e s s  of t h e b o vi n e- ori gi n 

vir u s i n o ur b o vi n e c ell m o d el. 

B o vi n e pri m ar y c ell s ar e s u s c e pti bl e t o r e c e ntl y cir c ul ati n g h u m a n s e a s o n al 
I A V 

Pr e vi o u s  i nf e cti o n s  of  b o vi n e  m a m m ar y  c ell s  wit h  t h e  I A V  P R 8  str ai n  f o u n d  t h at  

vir u s  c o ul d  b e  s e cr et e d  i n  t h e  mil k  f or  m ulti pl e  d a ys  ( 1 8 ).  I n  a d diti o n,  s er o p o siti v­

it y  a n d  i s ol ati o n  of  h u m a n  a n d  h u m a n-li k e  I A Vs  fr o m  n at ur al  i nf e cti o n  i n  c attl e  

h a v e  pr e vi o u sl y  b e e n  r e p ort e d  ( 1 9 ).  T h er ef or e,  w e  i n v e sti g at e d  t h e  s u s c e pti bilit y  of  

B e E F s t o cir c ul ati n g h u m a n I A V str ai n s. B e E F s w er e i nf e ct e d wit h t h e 2 0 0 9 p a n d e mi c 

str ai n, A/ C alif or ni a/ 0 7/ 2 0 0 9 ( C al 0 9 H 1 N 1 p d m 0 9), a n d a m or e r e c e nt p a n d e mi c li n e a g e 

str ai n  i s ol at e d  fr o m  a n  I A V- p o siti v e  cli ni c al  s p e ci m e n,  A/ B urli n gt o n/ U V M- 0 4 7 8/ 2 0 2 2  

( U V M- 0 4 7 8  H 1 N 1 p d m 0 9-li k e)  (2 0 ).  Vir al  r e pli c ati o n  w a s  m e a s ur e d  vi a  pl a q u e  a s s a ys  

f oll o wi n g l o w- M OI gr o wt h c ur v e s ( Fi g. 1I). T h e gr o wt h c ur v e s r e v e al e d t h at B e E F s ar e 

n ot  s u s c e pti bl e  t o  t h e  ori gi n al  C al 0 9  H 1 N 1 p d m 0 9,  wit h  li mit e d  d et e ct a bl e  pl a q u e s  

o v er  9 6  h  p o st-i nf e cti o n  ( h pi),  m o st  li k el y  r e pr e s e nti n g  r e m ai ni n g  i n o c ul u m.  N ot a bl y,  

B e E F s  w er e  f ull y  s u s c e pti bl e  a n d  p er mi s si v e  t o  t h e  2 0 2 2  U V M- 0 4 7 8  H 1 N 1 p d m 0 9-li k e  

str ai n, a s w e o b s er v e d a m ulti-l o g i n cr e a s e i n i nf e cti o u s vir u s r el e a s e d at 2 4 h pi t h at 

w a s  m ai nt ai n e d  t hr o u g h  9 6  h pi  ( Fi g.  1I).  T h e s e  r e s ult s  ar e  p arti c ul arl y  i nt er e sti n g  a s  

t h e y  s u g g e st  si g ni f c a nt  v ari ati o n  fr o m  t h e  ori gi n al  C al 0 9  p a n d e mi c  li n e a g e  t o  t h e  

2 0 2 2 U V M- 0 4 7 8 H 1 N 1 p d m 0 9-li k e str ai n t h at all o ws f or e f ci e nt  i nf e cti o n a n d r e pli c ati o n 

wit hi n B e E F s. 

T h e  e m er g e n c e  of  H P AI  H 5 N 1  2. 3. 4. 4 b  str ai n s  a cr o s s  a  v ari et y  of  h o st s  p o s e s  a  

si g ni f c a nt  t hr e at t o b ot h t h e a gri c ult ur al i n d u str y a n d h u m a n h e alt h. W hil e z o o n oti c 

s pill o v er  e v e nt s  i nt o  h u m a n s  ar e  r ar e  d u e  t o  r e stri cti o n s  t h at  li mit  vir al  r e pli c ati o n,  

h u m a n  i nf e cti o n  wit h  b o vi n e  ori gi n  H 5 N 1  h a s  o c c urr e d  m ulti pl e  ti m e s  o v er  t h e  p a st  

y e ar  ( 6,  7,  2 1,  2 2 ).  C o nti n u e d  a d a pt ati o n  a n d  e v ol uti o n  of  H P AI  H 5 N 1  2. 3. 4. 4 b  str ai n s  

wit hi n a vi a n, b o vi n e, a n d h u m a n h o st s i n di c at e t h e vir u s’s c o nti n u e d z o o n oti c p ot e nti al, 

i n cr e a si n g p a n d e mi c p ot e nti al (2 2 – 2 4 ). H o w e v er, t h er e i s a l a c k of w ell- d e s cri b e d i n vitr o 

b o vi n e m o d el s t o st u d y I A V. T o a d dr e s s t hi s n e e d, w e i nf e ct e d B e E F s, w hi c h ar e pri m ar y, 

n o n-i m m ort ali z e d  f br o bl a st s  t h at  r et ai n  n ati v e  si ali c  a ci d  pr o fl e s  a n d  i nt a ct  a nti vir al  

r e s p o n s e s, wit h m ulti pl e I A V str ai n s ( 2 5, 2 6 ). O ur r e s ult s ar e si mil ar t o r e c e ntl y p u bli s h e d 

A pril 2 0 2 6  V ol u m e 1 4  I s s u e 4 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 3 2 8 5- 2 5 4  
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w or k o n b o vi n e m a m m ar y ti s s u e ( 9 – 1 1 ). W e c o m p ar e d H P AI H 5 N 1 i nf e cti o n d y n a mi c s i n 

pri m ar y B e E F s t o c hi c k e n D F- 1 c ell s t o d et er mi n e t h eir c a p a cit y t o s u p p ort i nf e cti o n wit h 

b o vi n e- ori gi n  a n d  a vi a n- ori gi n  H P AI  H 5 N 1.  Si mil ar  t o  r e c e nt  st u di e s  i n  b o vi n e  m a m­

m ar y c ell s, B e E F s s u p p ort hi g h er r e pli c ati o n of b o vi n e- ori gi n H P AI str ai n s c o m p ar e d t o 

e arli er cl a d e a vi a n- ori gi n vir u s e s ( 9, 1 0 ). F urt h er m or e, w e h a v e d e m o n str at e d s u st ai n e d 

i nf e cti o n of r e c e ntl y cir c ul ati n g ( 2 0 2 2 U V M- 0 4 8 H 1 N 1 p d m 0 9-li k e) h u m a n- ori gi n I A V i n 

B e E F s, alt h o u g h t h e y r e m ai n r efr a ct or y t o i nf e cti o n wit h t h e pr e c ur s or 2 0 0 9 p a n d e mi c 

H 1 N 1  str ai n.  Pr e vi o u s  r e s e ar c h  d e m o n str at e d  sli g ht  p er mi s si vit y  of  b o vi n e  m a m m ar y  

c ell s t o a h u m a n H 3 N 2 vir u s i s ol at e d i n 2 0 1 3, s u g g e sti n g t h at e v ol uti o n of h u m a n I A V 

str ai n s  m a y  h a v e  e x p a n d e d  t h eir  c a p a cit y  t o  i nf e ct  b o vi n e  h o st s  ( 9,  1 0 ).  I n  a d diti o n,  

w e f o u n d t h at si ali c a ci d e x pr e s si o n i n B e E F s w a s c o n si st e nt wit h pr e vi o u s r e p ort s o n 

b o vi n e m a m m ar y ti s s u e f urt h er v ali d ati n g B e E F s a s a m o d el f or st u d yi n g i n f u e n z a A 

vir u s  wit hi n  a  b o vi n e  h o st  ( 9 – 1 2 ).  T a k e n  t o g et h er,  o ur  f n di n g s  u n d er s c or e  t h e  v al u e  

of B e E F s a s a c o m pl e m e nt ar y i n vitr o s yst e m f or st u d yi n g h o st- s p e ci f c  a d a pt ati o n s of 

i n f u e n z a A vir u s e s i n c attl e a n d a d v a n ci n g o ur u n d er st a n di n g of cr o s s- s p e ci e s tr a n s mi s­

si o n d y n a mi c s ( 9 – 1 2, 2 7 – 2 9). 
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E m m a K. L o v e d a y htt p:// or ci d. or g/ 0 0 0 0- 0 0 0 2- 1 1 5 4- 7 7 2 8 

F U N DI N G 

F u n d er Gr a nt( s)  A ut h or( s) 

U. S.  D e p art m e nt of A gri c ult ur e 3 5 2 0 8- 1 1 5 6 7  E d w ar d E. S c h mi dt 
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M o nt a n a A gri c ult ur al E x p eri m e nt St ati o n 

N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h, N ati o n al I n stit ut e of 
All er g y a n d I nf e cti o u s Di s e a s e s 

N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h, N ati o n al I n stit ut e of 
G e n er al M e di c al S ci e n c e s 

N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h, N ati o n al I n stit ut e of 
All er g y a n d I nf e cti o u s Di s e a s e s 

M O N B 0 0 4 4 3  E d w ar d E. S c h mi dt 

N 7 5 9 3 0 2 1 C 0 0 0 4 5  E m m a K. L o v e d a y 

P 2 0 G M 1 2 5 4 9 8  E m m a K. L o v e d a y 

E mil y A. Br u c e 

R 2 1 AI 1 7 8 4 3 2- 0 1  E m m a K. L o v e d a y 

A U T H O R C O N T RI B U TI O N S 

Gr a c e  K.  W e n g er,  D at a  c ur ati o n,  F or m al  a n al ysi s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y  |  D e a n n  

T.  S n y d er, D at a c ur ati o n, F or m al a n al ysi s, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y | J u sti n R. Pri g g e, 

D at a  c ur ati o n,  F or m al  a n al ysi s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y  |  All ys o n  H.  T ur n er,  D at a  

c ur ati o n,  F or m al  a n al ysi s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y  |  S ar a  A.  J a fr a ni, D at a  c ur a­

ti o n,  F or m al  a n al ysi s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y  |  E d w ar d  E.  S c h mi dt,  M et h o d ol o g y,  

R e s o ur c e s | E mil y A. Br u c e, C o n c e pt u ali z ati o n, D at a c ur ati o n, F or m al a n al ysi s, I n v e sti g a­

ti o n, M et h o d ol o g y, R e s o ur c e s, S u p er vi si o n. 

A D DI TI O N A L FI L E S 

T h e f oll o wi n g m at eri al i s a v ail a bl e o nli n e. 

S u p pl e m e nt al M at eri al 

S u p pl e m e nt al m at eri al ( S p e ctr u m 0 3 2 8 5- 2 5- s 0 0 0 1. p df). S u p pl e m e nt al m et h o d s. 

R E F E R E N C E S 

1. L o w e n A C, B a k er A L, B o w m a n A S, G ar cí a- S a str e A, H e n sl e y S E, L a k d a w al a  7. U y e ki T M, Milt o n S, A b d ul H a mi d C, R ei n o s o W e b b C, Pr e sl e y S M, S h ett y 
S S , M o n cl a L H, N el s o n MI, P e k o s z A, P o ul s o n R L, P ur y e ar W B, R u n st a dl er  V , R oll o S N, M arti n e z D L, R ai S, G o n z al e s E R, K ni s s K L, J a n g Y, Fr e d eri c k 
J A, S utt o n T C, T o m p ki n s S M, W e b b y RJ, T h e Ri s k As s e s s m e nt Pi p eli n e J C, D e L a Cr u z J A, Li d d ell J, Di H, Kir b y M K, B ar n e s J R, D a vi s C T. 2 0 2 4. 
w or ki n g gr o u p of t h e NI AI D C e nt er s of E x c ell e n c e f or I n f u e n z a R e s e ar c h Hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  i n f u e n z a A( H 5 N 1)  vir u s  i nf e cti o n  i n  a  d air y  
a n d R e s p o n s e ( C EI R R) N et w or k. 2 0 2 5. P a n d e mi c ri s k st e m mi n g fr o m t h e f ar m w or k er. N E n gl J M e d 3 9 0 : 2 0 2 8 – 2 0 2 9. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 5 6/ N EJ 
b o vi n e H 5 N 1 o ut br e a k: a n a c c o u nt of t h e k n o w n s a n d u n k n o w n s. J Vir ol M c 2 4 0 5 3 7 1 
9 9: e 0 0 0 5 2- 2 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 0 0 5 2- 2 5 8. R olf e s M A, K ni s s K, Kir b y M K, G ar g S, R ei n h art K, D a vi s C T, M urr a y E L , 

2. N g u y e n T- Q, H utt er C R, M ar ki n A, T h o m a s M, L a nt z K, Killi a n M L, J a n z e n W a df or d  D A,  H arri m a n  K,  Z h u  S,  et  al.  2 0 2 5.  H u m a n  i nf e cti o n s  wit h  
G M ,  Vij e n dr a n  S,  W a gl e  S,  I n d er s ki  B,  et  al.  2 0 2 5.  E m er g e n c e  a n d  hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n i n f u e n z a A( H 5 N 1) vir u s e s i n t h e U nit e d St at e s 
i nt er st at e s pr e a d of hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n i n f u e n z a A( H 5 N 1) i n d air y fr o m M ar c h 2 0 2 4 t o M a y 2 0 2 5. N at M e d 3 1 : 3 8 8 9 – 3 8 9 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 
c attl e i n t h e U nit e d St at e s. S ci e n c e 3 8 8: e a d q 0 9 0 0. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 1- 0 2 5- 0 3 9 0 5- 2 
6/ s ci e n c e. a d q 0 9 0 0 9. M eli o p o ul o s  V,  C h err y  S,  S mit h  M,  S h ar p  B,  Bri gl e b  P H,  R o u bi d o u x  E , 

3. U. S. D e p art m e nt of A gri c ult ur e. 2 0 2 5. H P AI c o n fr m e d  c a s e s i n li v e st o c k. Li vi n g st o n B, M orri s D R, Ri p p er g er T, B a k er P, Gr a g g S, Di mitr o v K, L a n g el 
A ni m al a n d Pl a nt H e alt h I n s p e cti o n S er vi c e. A v ail a bl e fr o m: htt p s:// w w w  S ,  S c h ult z- C h err y  S.  2 0 2 5.  S u s c e pti bilit y  of  b o vi n e  r e s pir at or y  a n d  
. a p hi s. u s d a. g o v/li v e st o c k- p o ultr y- di s e a s e/ a vi a n/ a vi a n-i n f u e n z a/ h p ai- d e m a m m ar y  e pit h eli al  c ell s  t o  a vi a n  a n d  m a m m ali a n  d eri v e d  cl a d e  
t e cti o n s/ h p ai- c o n fr m e d- c a s e s-li v e st o c k. R etri e v e d 1 2 J ul 2 0 2 5. 2. 3. 4. 4 b  H 5 N 1  hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  i n f u e n z a vir u s e s.  bi o­

4. U ni v er sit y  of  W y o mi n g  E xt e n si o n.  2 0 2 4.  E c o n o mi c  c o n si d er ati o n s  f or  R xi v: 2 0 2 5. 0 1. 0 9. 6 3 2 2 3 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 5. 0 1. 0 9. 6 3 2 2 3 5 
d air y h er d s wit h H P AI. F e n c e P o st. A v ail a bl e fr o m: htt p s:// T h e F e n c e P o st. c 1 0. Pi nt o R M, S h ar p C P, B e e s o n M, P a n k a e w N, H a s s ar d J A, M o x o m A, M a gill 
o m/ C ,  T u c k  L,  M e e k  S,  L e e  H M,  et  al.  2 0 2 5.  T h e  c o w  u d d er  i s  a  p ot e nti al  

5. C a m p b ell AJ, Bri z u el a K, L a k d a w al a S S. 2 0 2 5. m G e m: tr a n s mi s si o n a n d mi xi n g v e s s el f or i n f u e n z a A vir u s e s. bi o R xi v. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 
e x p o s ur e ri s k s of d air y c o w H 5 N 1 i n f u e n z a vir u s. m Bi o 1 6: e 0 2 9 4 4- 2 4. htt 2 5. 0 8. 2 9. 6 7 3 0 7 9 
p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ m bi o. 0 2 9 4 4- 2 4 1 1. N elli  R K,  H ar m  T A,  Si e p k er  C,  Gr o elt z- T hr u s h  J M,  J o n e s  B,  T w u  N- C , 

6. Br o c k N, P ulit- P e n al o z a J A, B el s er J A, P a p p a s C, S u n X, Ki er a n TJ, Z e n g H , N e n ni n g er  A S,  M a g st a dt  D R,  B urr o u g h  E R,  Pi ñ e yr o  P E,  M ai n e nti  M , 
D e L a Cr u z J A, H att a Y, Di H, D a vi s C T, T u m p e y T M, M ai n e s T R. 2 0 2 5. C ar n a c ci ni S, Pl u m m er PJ, B ell T M . 2 0 2 4. Si ali c a ci d r e c e pt or s p e ci f cit y  i n 
A vi a n  i n f u e n z a A( H 5 N 1)  i s ol at e d  fr o m  d air y  f ar m  w or k er,  Mi c hi g a n.  m a m m ar y gl a n d of d air y c attl e i nf e ct e d wit h hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n 
E m er g I nf e ct Di s 3 1: 1 2 5 3 – 1 2 5 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 2 0 1/ ei d 3 1 0 6. 2 5 0 3 8 6 

A pril 2 0 2 6  V ol u m e 1 4  I s s u e 4 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 3 2 8 5- 2 5 6  
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O b s er v ati o n Mi cr o bi ol o g y S p e ctr u m 

i n f u e n z a A( H 5 N 1) vir u s. E m er g I nf e ct Di s 3 0 : 1 3 6 1 – 1 3 7 3. htt p s:// d oi. or g/ S hirl e y DJ, Cr ot h er s J W, B arr a nt e s- R e y n ol d s R, Br u c e E A. 2 0 2 5. R a b 1 1 B i s 
1 0. 3 2 0 1/ ei d 3 0 0 7. 2 4 0 6 8 9 r e q uir e d f or bi n di n g a n d e ntr y of r e c e nt H 3 N 2, b ut n ot H 1 N 1, i n f u e n z a 

1 2. Kri st e n s e n C, J e n s e n H E, Tr e b bi e n R, W e b b y RJ, L ar s e n L E. 2 0 2 4. A vi a n A i s ol at e s. bi o R xi v: 2 0 2 5. 0 4. 2 3. 6 5 0 2 7 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 5. 0 4. 2 
a n d  h u m a n  i n f u e n z a A  vir u s  r e c e pt or s  i n  b o vi n e  m a m m ar y  gl a n d.  3. 6 5 0 2 7 5 
E m er g I nf e ct Di s 3 0: 1 9 0 7 – 1 9 1 1. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 2 0 1/ ei d 3 0 0 9. 2 4 0 6 9 6 2 1. G ar g S, R ei n h art K, C o ut ur e A, K ni s s K, D a vi s C T, Kir b y M K, M urr a y E L, Z h u 

1 3. D h ol a ki a V, Q u a ntrill J L, Ri c h ar d s o n S, P a n k a e w N, Br o w n M D, Y a n g J , S ,  Kr a u s h a ar  V,  W a df or d  D A,  et  al.  2 0 2 5.  Hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  
C a p el a st e g ui F, M a s o n o u T, C a s e K- M, Aj ei a n J, W o o d all M NJ, M a gill C , i n f u e n z a A( H 5 N 1) vir u s i nf e cti o n s i n h u m a n s. N E n gl J M e d 3 9 2: 8 4 3 – 
Fr ei m a ni s G, M c C arr o n A, St all er E, S h e p p ar d C M, Br o w n I H, M ur ci a P R , 8 5 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 5 6/ N EJ M o a 2 4 1 4 6 1 0 
S mit h C M, I q b al M, Di g ar d P, B ar cl a y W S, Pi nt o R M, P e a c o c k T P, G ol d hill 2 2. Kr a m m er F, H er m a n n E, R a s m u s s e n A L. 2 0 2 5. Hi g hl y p at h o g e ni c a vi a n 
D H .  2 0 2 5.  P ol y m er a s e  m ut ati o n s  u n d erli e  e arl y  a d a pt ati o n  of  H 5 N 1  i n f u e n z a H 5 N 1:  hi st or y,  c urr e nt  sit u ati o n,  a n d  o utl o o k.  J  Vir ol  
i n f u e n z a vir u s t o d air y c attl e a n d ot h er m a m m al s. bi o R xi v. htt p s:// d oi. or 9 9: e 0 2 2 0 9- 2 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/j vi. 0 2 2 0 9- 2 4 
g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 5. 0 1. 0 6. 6 3 1 4 3 5 2 3. Al ki e T N, L o p e s S, Hi s a n a g a T, X u W, S u d er m a n M, K o zi u k J, Fi s h er M , 

1 4. A m at J A R, P att o n V, C h a u c h é C, G ol df ar b D, Cri s p ell J, G u Q, C o b ur n A M, R e df or d T, L u n g O, J o s e p h T, Hi m s w ort h C G, Br o w n I H, B o w e s V, L e wi s 
G o n z al e z G, M air D, T o n g L, M arti n e z- S o bri d o L, M ar s h all J F, M ar c h e si F , N S , B er h a n e Y. 2 0 2 2. A t hr e at fr o m b ot h si d e s: m ulti pl e i ntr o d u cti o n s of 
M ur ci a P R. 2 0 2 1. L o n g-t er m a d a pt ati o n f oll o wi n g i n f u e n z a A vir u s h o st g e n eti c all y  di sti n ct  H 5  H P AI  vir u s e s  i nt o  C a n a d a  vi a  b ot h  E a st  Asi a-
s hift s  r e s ult s  i n  i n cr e a s e d  wit hi n- h o st  vir al  ft n e s s  d u e  t o  hi g h er  A u str al a si a/ P a ci f c  a n d Atl a nti c f y w a ys.  Vir u s E v ol 8 : v e a c 0 7 7. htt p s:// d oi. 
r e pli c ati o n  r at e s,  br o a d er  di s s e mi n ati o n  wit hi n  t h e  r e s pir at or y  or g/ 1 0. 1 0 9 3/ v e/ v e a c 0 7 7 
e pit h eli u m a n d r e d u c e d ti s s u e d a m a g e. P L o S P at h o g 1 7: e 1 0 1 0 1 7 4. htt p s 2 4. H ar v e y  J A,  M ulli n a x  J M,  R u n g e  M C,  Pr o s s er  DJ.  2 0 2 3.  T h e  c h a n gi n g  
:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p p at. 1 0 1 0 1 7 4 d y n a mi c s  of  hi g hl y  p at h o g e ni c  a vi a n  i n f u e n z a H 5 N 1:  n e xt  st e p s  f or  

1 5. W er n er  A P,  S c h n ei d er  C G,  A ki n  E H,  H a y e s  J,  F e n st er m a c h er  K ZJ , m a n a g e m e nt & s ci e n c e i n N ort h A m eri c a. Bi ol C o n s er v 2 8 2: 1 1 0 0 4 1. htt p 
R ot h m a n R E, C o u g hl a n L, P e k o s z A. 2 0 2 5. L o w l e v el s of i n f u e n z a H 5 N 1 s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. bi o c o n. 2 0 2 3. 1 1 0 0 4 1 
H A a n d N A a nti b o di e s i n t h e h u m a n p o p ul ati o n ar e b o o st e d b y s e a s o n al 2 5. U pr et y T, Sr e e ni v a s a n C C, B h att ar ai S, W a n g D, K a u s hi k R S, Li F. 2 0 2 1. 
H 1 N 1 i nf e cti o n b ut n ot b y H 3 N 2 i nf e cti o n or i n f u e n z a v a c ci n ati o n. m Bi o I s ol ati o n a n d d e v el o p m e nt of b o vi n e pri m ar y r e s pir at or y c ell s a s m o d el 
1 6: e 0 2 1 4 5- 2 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ m bi o. 0 2 1 4 5- 2 5 t o st u d y i n f u e n z a D vir u s i nf e cti o n. Vir ol o g y ( A u c kl a n d) 5 5 9: 8 9 – 9 9. htt p s 

1 6. G u C, M a e m ur a T, G u a n L, Ei sf el d AJ, Bi s w a s A, Ki s o M, Ur a ki R, It o M , :// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. vir ol. 2 0 2 1. 0 4. 0 0 3 
Trif k o vi c S, W a n g T, B a b uj e e L, Pr e sl er R Jr, D a h n R, S u z u ki Y, H alf m a n n 2 6. S eit z  C,  Fr e n si n g  T,  H ö p er  D,  K o c h s  G,  R ei c hl  U.  2 0 1 0.  Hi g h  yi el d s  of  
PJ ,  Y a m a y o s hi  S,  N e u m a n n  G,  K a w a o k a  Y.  2 0 2 4.  A  h u m a n  i s ol at e  of  i n f u e n z a A vir u s i n M a di n- D ar b y c a ni n e ki d n e y c ell s ar e pr o m ot e d b y a n 
b o vi n e  H 5 N 1  i s  tr a n s mi s si bl e  a n d  l et h al  i n  a ni m al  m o d el s.  N at ur e i n s u f ci e nt i nt erf er o n-i n d u c e d a nti vir al st at e. J G e n Vir ol 9 1: 1 7 5 4 – 1 7 6 3. 
6 3 6: 7 1 1 – 7 1 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6- 0 2 4- 0 8 2 5 4- 7 htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 9/ vir. 0. 0 2 0 3 7 0- 0 

1 7. P o w ell H, P e k o s z A. 2 0 2 0. N e ur a mi ni d a s e a nti g e ni c drift of H 3 N 2 cl a d e 2 7. H al w e  NJ,  C o ol  K,  Br eit h a u pt  A,  S c h ö n  J,  Tr ujill o  J D,  N o or u z z a m a n  M , 
3 c. 2 a  vir u s e s  alt er s  vir u s  r e pli c ati o n,  e n z y m ati c  a cti vit y  a n d  i n hi bit or y  K w o n  T,  A hr e n s  A K,  Brit z k e  T,  M c D o w ell  C D,  et  al.  2 0 2 5.  H 5 N 1  cl a d e  
a nti b o d y bi n di n g. P L o S P at h o g 1 6 : e 1 0 0 8 4 1 1. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o 2. 3. 4. 4 b  d y n a mi c s  i n  e x p eri m e nt all y  i nf e ct e d  c al v e s  a n d  c o ws.  N at ur e 
ur n al. p p at. 1 0 0 8 4 1 1 6 3 7: 9 0 3 – 9 1 2. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6- 0 2 4- 0 8 0 6 3- y 

1 8. Mit c h ell  C A,  W al k er  R V,  B a n ni st er  G L.  1 9 5 3.  Pr eli mi n ar y  e x p eri m e nt s  2 8. M o st af a A, N a g ui b M M, N o g al e s A, B arr e R S, St e w art J P, G ar cí a- S a str e A , 
r el ati n g t o t h e pr o p a g ati o n of vir u s e s i n t h e b o vi n e m a m m ar y gl a n d. M arti n e z- S o bri d o L. 2 0 2 4. A vi a n i n f u e n z a A ( H 5 N 1) vir u s i n d air y c attl e: 
C a n J C o m p M e d V et S ci 1 7: 9 7 – 1 0 4. ori gi n, e v ol uti o n, a n d cr o s s- s p e ci e s tr a n s mi s si o n. m Bi o 1 5: e 0 2 5 4 2- 2 4. htt 

1 9. Sr e e ni v a s a n C C, T h o m a s M, K a u s hi k R S, W a n g D, Li F. 2 0 1 9. I n f u e n z a A i n p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ m bi o. 0 2 5 4 2- 2 4 
b o vi n e s p e ci e s: a n arr ati v e lit er at ur e r e vi e w. Vir u s e s 1 1 : 5 6 1. htt p s:// d oi. o 2 9. G o o d M R, F er n á n d e z- Q ui nt er o M L, Ji W, R o dri g u e z AJ, H a n J, W ar d A B , 
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