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C h ar a ct eri z ati o n of t h e h a e m a g gl uti ni n  pr o p erti e s of t h e  H 5 N 1 a vi a n i n fl u e n z a
vir u s t h at c a u s e d h u m a n i nf e cti o n s i n  C a m b o di a

P e n g xi a n g C h a n g a * , Ji a y u n Y a n ga * , T h u sit h a K. K ar u n ar at h n aa, b * ,  M e h n a z  Q ur e s hia, c * , J e a n- R e m y S a d e y e na *
a n d  M u nir I q b al a

a T h e Pir bri g ht I nstit ut e, Pir bri g ht,  W o ki n g, G U 2 4 0 N F,  U K; b R o y al V et eri n ar y C oll e g e,  H a w ks h e a d L a n e  N ort h  M y m ms,  H ertf or ds hir e,
A L 9 7 T A,  U K; cI nstit ut e of I nf e cti o n, V et eri n ar y a n d E c ol o gi c al S ci e n c es,  U ni v ersit y of Li v er p o ol, Li v er p o ol L 3 3 R F,  U K

A B S T R A C T

Hi g h p at h o g e ni cit y a vi a n i n fl u e n z a ( H P AI)  H 5 N 1 i s a s u bt y p e of t h e i n fl u e n z a  A vir u s pri m aril y f o u n d i n bir d s. T h e s u bt y p e
e m er g e d i n C hi n a i n 1 9 9 6 a n d h a s s pr e a d gl o b all y, c a u si n g si g ni fi c a nt  m or bi dit y a n d  m ort alit y i n bir d s a n d h u m a n s. I n
C a m b o di a, a l et h al c a s e  w a s r e p ort e d i n F e br u ar y 2 0 2 3 i n v ol vi n g a n 1 1- y e ar- ol d girl,  m ar ki n g t h e fi r st h u m a n  H P AI  H 5 N 1
i nf e cti o n i n t h e c o u ntr y si n c e 2 0 1 4. T hi s r e s e ar c h e x a mi n e d t h e z o o n oti c p ot e nti al of t h e h u m a n  H 5 N 1 i s ol at e,  A/
C a m b o di a/ N P H 2 3 0 0 3 2/ 2 0 2 3 ( K H M/ 2 3), b y a s s e s si n g it s r e c e pt or bi n di n g, f u si o n p H,  H A t h er m al st a bilit y, a n d
a nti g e ni cit y. R e s ult s s h o w e d t h at K H M/ 2 3 e x hi bit s si mil ar r e c e pt or bi n di n g a n d a nti g e ni cit y a s t h e e arl y cl a d e 2. 3. 2. 1 c
H P AI  H 5 N 1 str ai n, a n d it d o e s n ot bi n d t o h u m a n-li k e r e c e pt or s.  D e s pit e s h o wi n g li mit e d z o o n oti c ri s k, t h e i n cr e a s e d
t h er m al st a bilit y a n d r e d u c e d p H of f u si o n i n K H M/ 2 3 i n di c at e a p ot e nti al t hr e at t o p o ultr y, e m p h a si zi n g t h e n e e d f or
vi gil a nt  m o nit ori n g.

A R TI C L E  HI S T O R Y R e c ei v e d 1 3 A pril 2 0 2 3; R e vis e d 4 J ul y 2 0 2 3; A c c e pt e d 3 0 J ul y 2 0 2 3

K E Y W O R D S Hi g h p at h o g e ni cit y a vi a n i n fl u e n z a ( H P AI)  H 5 N 1; z o o n oti c f at al I nf e cti o ns; C a m b o di a; r e c e pt or bi n di n g; f usi o n p H; h a e m a g gl uti ni n t h er m al
st a bilit y; a nti g e ni cit y; p o ultr y

Hi g h p at h o g e ni cit y a vi a n i n fl u e n z a ( H P AI)  H 5 N 1
vir us is a s u bt y p e of t h e i n fl u e n z a  A vir us t h at pri-
m aril y i nf e cts bir ds.  A n o v el g e n ot y p e of  H P AI
H 5 N 1 ar os e i n  C hi n a i n 1 9 9 6 a n d h as si n c e s pr e a d
t o ot h er c o u ntri es i n  Asi a, E ur o p e, a n d  Afri c a [1 ].
H P AI  H 5 N 1 vir us es ar e hi g hl y tr a ns missi bl e a n d
l et h al i n a vi a n s p e ci es, es p e ci all y i n g alli n a c e o us
d o m esti c p o ultr y.  H P AI  H 5 N 1 vir us c a n als o i nf e ct
h u m a ns o c c asi o n all y.  T o d at e, t h er e h a v e b e e n 8 6 8
h u m a n c as es of  H 5 N 1 i nf e cti o ns gl o b all y, 4 5 7 of
w hi c h di e d fr o m i nf e cti o n  wit h a  m ort alit y r at e of
a p pr o xi m at el y 5 3 % [ 2 ].  H u m a n i nf e cti o n o c c urs
vi a pr o xi mit y c o nt a ct  wit h i nf e ct e d bir ds, vir us- c o n-
t a mi n at e d s urf a c es, or r es pir at or y s e cr eti o ns. F a mil y
cl ust eri n g of t h e  H P AI  H 5 N 1 vir us h as b e e n
r e p ort e d a n d r ais e d c o n c er ns a b o ut h u m a n-t o-
h u m a n tr a ns missi o n a n d t h us p ossi bl e p a n d e mi c
p ot e nti al [ 3 ].

O n 2 3 F e br u ar y 2 0 2 3, a l et h al  H 5 N 1 h u m a n i nf e c-
ti o n c as e  w as r e p ort e d i n Pr e y  V e n g pr o vi n c e,
s o ut h er n  C a m b o di a.  T h e vi cti m  w as i d e nti fi e d as a n
1 1- y e ar- ol d girl [ 4 ].  T h e f at h er of t h e i n d e x c as e  w as
als o i nf e ct e d a n d r e m ai n e d as y m pt o m ati c.  All 1 1
cl os e c o nt a cts t est e d n e g ati v e f or  H 5 N 1. S e q u e n c e

a n al ysis s h o ws t h e  H 5 N 1 vir us b el o n gs t o cl a d e
2. 3. 2. 1 c,  w hi c h h as b e e n cir c ul ati n g i n p o ultr y i n
s o ut h e ast  Asi a si n c e 2 0 1 4 [ 4 ].  T h es e ar e t h e fi rst t w o
h u m a n c as es of  H P AI  H 5 N 1 i nf e cti o ns r e p ort e d
fr o m  C a m b o di a si n c e 2 0 1 4. Fr o m 2 0 0 3 t o 2 5 F e br u ar y
2 0 2 3, t h er e h a v e b e e n a t ot al of 1 1 4 h u m a n i nf e cti o ns
of t h e  H 5 N 1 vir us r e p ort e d i n  C a m b o di a, a n d 7 5 c as es
w er e f o u n d t o b e l et h al [ 4 ]. T h e h a e m a g gl uti ni n ( H A)
of t h e a vi a n i n fl u e n z a vir us ( AI V) pl a ys a k e y r ol e i n
t h e i nt ers p e ci es tr a ns missi o n.  T h e s hift fr o m a vi a n
t o h u m a n r e c e pt or bi n di n g pr ef er e n c es, al o n g  wit h
i n cr e as e d a ci d a n d t h er m al st a bilit y of  H A, h as b e e n
cl os el y ass o ci at e d  wit h h u m a n p a n d e mi c p ot e nti al of
a vi a n i n fl u e n z a vir us es [ 5 ].  T his ass o ci ati o n is f urt h er
s u p p ort e d b y t h e tr a ns missi o n st u d y of  H 5 N 1  AI Vs
usi n g t h e f err et  m o d el [ 6 ,7 ].  T o i n v esti g at e t h e z o o n o-
ti c ris k of t h e h u m a n  H 5 N 1 is ol at e,  w e g e n er at e d t h e
r e c o m bi n a nt vir us es vi a r e v ers e g e n eti cs ( R G) c o n-
t ai ni n g  H A a n d n e ur a mi ni d as e ( N A) fr o m t h e cl a d e
2. 3. 2. 1 c  H P AI  H 5 N 1 vir us es a n d t h e si x i nt er n al s e g-
m e nts fr o m l a b or at or y a d a pt e d  A/ P u ert o  Ri c o/ 8/ 3 4
( H 1 N 1) ( P R 8) vir us.  W e i n v esti g at e d t h e ris k of t h e
r e c e nt  H 5 N 1  AI V ( A/ C a m b o di a/ N P H 2 3 0 0 3 2/ 2 0 2 3,
a c c essi o n n u m b ers E PI 2 4 1 9 7 0 0 a n d E PI 2 4 1 9 7 0 2,
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r ef err e d t o as  K H M/ 2 3) t o h u m a n a n d a ni m al h e alt h
b y ass essi n g t h e vir us r e c e pt or bi n di n g, p H of f usi o n,
H A t h er m al st a bilit y, a n d t h e a nti g e ni cit y c h a n g e  wit h
r ef er e n c e t o e arli er cl a d e 2. 3. 2. 1 c  H P AI  H 5 N 1 vir us
( A/ d u c k/ Vi et n a m/ OI E- 2 2 0 2/ 2 0 1 2, r ef err e d t o as
V N M/ 1 2 [ 8 ]).

T h e r e c e pt or bi n di n g s p e ci fi cit y of i n fl u e n z a  A
vir us is o n e of t h e  m aj or d et er mi n a nts of h ost s p e ci fi -
cit y. It is a pr er e q uisit e f or p a n d e mi c vir us es t o s wit c h
r e c e pt or bi n di n g s p e cifi cit y fr o m a vi a n r e c e pt or Si a α 2-
3 G al t o h u m a n r e c e pt or Si a α 2- 6 G al [ 9 ].  T o e x a mi n e
t h e r e c e pt or bi n di n g of t h e  H 5 N 1  AI Vs t h at c a us e
h u m a n i nf e cti o ns i n  C a m b o di a,  w e utili z e d bi ol a y er
i nt erf er o m etr y t o c h ar a ct eri z e t h e r e c e pt or- bi n di n g
pr o fi l es of  K H M/ 2 3  H 5 N 1 t o t h e a vi a n-li k e 3′-si al yl a-
c et yll a ct os a mi n e ( 3 S L N) a n d h u m a n-li k e 6 ′-si al yl a c e-
t yll a ct os a mi n e ( 6 S L N) r e c e pt or a n al o g u es. I n
a gr e e m e nt  wit h pr e vi o us r e p orts [ 1 0 ], t h e  H 1 N 1 ( A/
C alif or ni a/ 7/ 2 0 0 9, r ef err e d as p d m/ 0 9) a n d  H 5 N 1
V N M/ 1 2 as c o ntr ol vir us es o nl y b o u n d t o 6 S L N or
3 S L N r es p e cti v el y ( Fi g ur e 1 A a n d  B). Si mil ar t o
V N M/ 1 2, t h e h u m a n is ol at e  K H M/ 2 3 di d n ot s h o w
a n y d et e ct a bl e bi n di n g t o w ar ds h u m a n-li k e 6 S L N

r e c e pt or a n al o g u es (Fi g ur e 1 C). It is  w ort h n oti n g
t h at t h e  K H M/ 2 3 s h o w e d r el ati v el y  w e a k er bi n di n g
t o 3 S L N r e c e pt or a n al o g u es  w h e n c o m p ar e d  wit h t h e
V N M/ 1 2.

T h e p H of f usi o n h as b e e n s h o w n t o pl a y a n i m p or-
t a nt r ol e i n h ost a d a pt ati o n a n d tr a ns missi o n; h u m a n-
a d a pt e d i n fl u e n z a vir us es g e n er all y f us e at a l o w er p H
( 5. 0 t o 5. 4),  w hil e  AI Vs n or m all y h a v e a hi g h er p H
f usi o n t hr es h ol d ( 5. 6 t o 6. 2) [5 ].  C o nsist e nt  wit h t h e
pr e vi o us r e p ort,  V N M/ 1 2 tri g g er e d f usi o n at p H 5. 7
[1 0 ]. Si mil ar  wit h  V N M/ 1 2, it a p p e ars t h at  K H M/ 2 3
f us e d at a sli g htl y l o w er p H 5. 6 (Fi g ur e 1 D). I n
a d diti o n t o r e c e pt or bi n di n g a n d p H of f usi o n,
i n cr e as e d  H A t h er m al st a bilit y h as b e e n li n k e d t o a
vit al r ol e i n  AI V e v ol uti o n [ 1 1 ]. Pr e vi o us  w or k h as
s h o w n t h at t h e  H A of a er os ol or r es pir at or y dr o pl et-
tr a ns missi bl e i nfl u e n z a vir us es ar e c o m p ar ati v el y
m or e t h er m al st a bl e [ 6 ,7 ].  T o ass ess t h e h e at st a bilit y
of t h e  H A pr ot ei n, t h e r e ass ort e d  K H M/ 2 3 a n d
V N M/ 1 2 vir us es  w er e s u bj e ct e d t o i n c u b ati o n at v ar-
i o us t e m p er at ur es ( 4. 0 ° C, 5 0 ° C, 5 0. 7 ° C, 5 1. 9 ° C,
5 3. 8 ° C, 5 6. 1 ° C, 5 8. 0 ° C, 5 9. 2 ° C a n d 6 0 ° C) f or
3 0  mi n, a n d t h e l oss of  H A a cti vit y  w as t h e n

Fi g ur e 1 . R e c e pt or bi n di n g, p H of f usi o n, t h er m al st a bilit y, a n d a nti g e ni cit y c h ar a ct eri z ati o n of t h e  H 5 N 1 a vi a n i nfl u e n z a vir us t h at
c a us e d h u m a n i nf e cti o ns i n C a m b o di a. T h e bi n di n g of p uri fi e d r e ass ort a nts ( A)  H 1 N 1 p d m/ 0 9 ( A/ C alif or ni a/ 7/ 2 0 0 9), ( B)  H 5 N 1
V N M/ 1 2 ( A/ d u c k/ Vi et n a m/ OI E- 2 2 0 2/ 2 0 1 2), a n d ( C)  H 5 N 1 K H M/ 2 3 ( A/ C a m b o di a/ N P H 2 3 0 0 3 2/ 2 0 2 3) t o a vi a n a n d h u m a n r e c e pt or
a n al o g u es  w er e  m e as ur e d b y bi ol a y er i nt erf er o m etr y. T h e n u m b ers b el o w e a c h fi g ur e s h o w t h e f ol d c h a n g e of r e c e pt or bi n di n g of
i n di c at e d vir us es t o a vi a n (α − 2, 3- S L N, s h o w n i n bl u e) a n d h u m a n ( α - 2, 6- S L N, s h o w n i n r e d) r e c e pt or a n al o g u es c o m p ar e d t o t h os e
of t h e  H 5 N 1 V N M/ 1 2. “− ”: r e d u cti o n; “N A ” i n di c at es n ot a p pli c a bl e.  D at a is t h e c o m bi n ati o n of t w o r e p e ats f or e a c h vir us a n d
r e c e pt or a n al o g u e c o m bi n ati o n. ( D) T h e p H f usi o n of  H 5 N 1 K H M/ 2 3 a n d V N M/ 1 2. S y n c yti u m f or m ati o n i n V er o c ells i nf e ct e d
wit h r e ass ort a nt  H 5 N 1 K H M/ 2 3 a n d V N M/ 1 2 a n d t h e p H, at  w hi c h 5 0 % of  m a xi m u m s y n c yti u m f or m ati o n  w as t a k e n as t h e pr e-
di ct e d p H of f usi o n. ( E)  H A t h er m al st a bilit y of r e ass ort a nt  H 5 N 1 K H M/ 2 3 a n d V N M/ 1 2. 6 4  H A u nits of r e ass ort a nt vir us  w er e eit h er
l eft at 4. 0 ° C as c o ntr ol or h e at e d at 5 0 ° C, 5 0. 7 ° C, 5 1. 9 ° C, 5 3. 8 ° C, 5 6. 1 ° C, 5 8. 0 ° C, 5 9. 2 ° C a n d 6 0 ° C f or 3 0  mi n b ef or e t h e  H A
ass a y. ( F) t h e a nti g e ni cit y c h ar a ct eri z ati o n of K H M/ 2 3 b y  H e m a g gl uti n ati o n i n hi biti o n ( HI).  HI ass a y  wit h f o ur i n di vi d u al a n d si n gl e
p o ol e d c hi c k e n p ol y cl o n al p ost- v a c ci n at e d a ntis er a r ais e d a g ai nst  H 5 N 1 V N M/ 1 2. “ns ” i n di c at es n ot si g nifi c a nt ( P > 0. 0 5). T h e r e as-
s ort a nt  H 5 N 1 AI Vs a n d t h e h u m a n  H 1 N 1  w er e g e n er at e d b y r e v ers e g e n eti cs  wit h  H A a n d  N A fr o m i n di c at e d  H 5 N 1 AI Vs or h u m a n
H 1 N 1 a n d t h e i nt er n al s e g m e nts fr o m P R 8  H 1 N 1 vir us.

2 P.  C h a n g et al.



d et er mi n e d.  K H M/ 2 3  w as o bs er v e d t o b e  m or e t h er-
m all y st a bl e i n c o m p aris o n t o e arl y cl a d e 2. 3. 2. 1 c
V N M/ 1 2 ( Fi g ur e 1 E).  T h e  H A a cti vit y of  V N M/ 1 2
w as u n d et e ct a bl e at 5 6. 1 ° C,  w hil e  K H M/ 2 3 l ost
a cti vit y at 5 9. 2 ° C.  H a e m a g gl uti n ati o n i n hi biti o n
( HI) ass a y  w as a d o pt e d t o ass ess t h e a nti g e ni c c h a n g e
b et w e e n  K H M/ 2 3 a n d  V H M/ 1 2 b y usi n g c hi c k e n a nti-
s er a r ais e d a g ai nst i n a cti v at e d  V N M/ 1 2.  B ot h  K H M/
2 3 a n d  V H M/ 1 2 s h o w e d n o di ff er e n c e i n  HI titr es,
s u g g esti n g t h at n o si g nifi c a nt a nti g e ni c drift b et w e e n
K H M/ 2 3  H 5 N 1  wit h e arl y cl a d e 2. 3. 2. 1 c  H P AI
H 5 N 1 vir us ( Fi g ur e 1 F).

W e c o m pr e h e nsi v el y ass ess e d t h e  H A of h u m a n
H 5 N 1 vir us is ol at e d i n  C a m b o di a.  O ur r es ults s u g g est
t h at t h e h u m a n  K H M/ 2 3  H 5 N 1 vir us e x hi bit e d si mil ar
r e c e pt or bi n di n g a n d a nti g e ni cit y pr o fi l e  wit h t h e e arl y
cl a d e 2. 3. 2. 1 c  H P AI  H 5 N 1 str ai n.  M ost i m p ort a ntl y,
t h e  C a m b o di a  H 5 N 1  AI V s h o w e d n o d et e ct a bl e bi n d-
i n g t o h u m a n-li k e r e c e pt ors.  T h e h u m a n is ol at e
K H M/ 2 3  w as r el ati v el y  m or e a ci d a n d t h er m al st a bl e
i n c o m p aris o n t o  V N M/ 1 2. Pr e vi o us st u d y i n di c at es
t h at  H 5 N 1  AI V  wit h r e d u c e d p H of f usi o n c a n
i n cr e as e t h e vir us tr a ns missi bilit y i n d u c ks, p ossi bl y
d u e t o hi g h er vir us s h e d di n g a n d gr e at er e n vir o n-
m e nt al p ersist e n c e [ 1 2 ].  R e d u c e d p H of f usi o n  w as
als o f o u n d t o b e criti c al f or air b or n e tr a ns missi bilit y
of  AI V  H 9 N 2 b et w e e n c hi c k e ns [ 1 3 ].  T a k e n t o g et h er,
t h e  H A of h u m a n  H 5 N 1 is ol at e fr o m  C a m b o di a p os es
li mit e d z o o n oti c ris k.  H o w e v er, t h e r e d u c e d p H of
f usi o n a n d i n cr e as e d t h er m ost a bilit y of  K H M/ 2 3
m a y p os e a p ot e nti all y h ei g ht e n e d t hr e at f or p o ultr y,
w hi c h r e q uir es cl os e  m o nit ori n g.

A c k n o wl e d g m e nt s

W e gr at ef ull y a c k n o wl e d g e all d at a c o ntri b ut ors, i. e., t h e
A ut h ors a n d t h eir  Ori gi n ati n g l a b or at ori es r es p o nsi bl e f or
o bt ai ni n g t h e s p e ci m e ns, a n d t h eir S u b mitti n g l a b or at ori es
f or g e n er ati n g t h e g e n eti c s e q u e n c e a n d  m et a d at a a n d s h ar-
i n g vi a t h e  GI S AI D I niti ati v e, o n  w hi c h t his r es e ar c h is
b as e d.

W e t h a n k St e v e  M arti n f or all o wi n g us t o us e his  O ct et
a n al ysis s oft w ar e f or t h e r e c e pt or bi n di n g a n al ysis.

Di s cl o s ur e st at e m e nt

N o p ot e nti al c o n fl i ct of i nt er est  w as r e p ort e d b y t h e
a ut h or(s).

F u n di n g

T h e  w or k d es cri b e d h er ei n  w as f u n d e d b y t h e  U K  R es e ar c h
a n d I n n o v ati o n ( U K RI),  Bi ot e c h n ol o g y a n d  Bi ol o gi c al
S ci e n c es  R es e ar c h  C o u n cil ( B B S R C) gr a nts: Fl u M a p ( B B/
X 0 0 6 1 6 6/ 1)  T h e Pir bri g ht I nstit ut e str at e gi c pr o gr a m
gr a nts ( B B S/ E/I/ 0 0 0 0 7 0 3 0,  B B S/ E/I/ 0 0 0 0 7 0 3 1,  B B S/ E/I/
0 0 0 0 7 0 3 5 a n d  B B S/ E/I/ 0 0 0 0 7 0 3 6), t h e  Gl o b al  C h all e n g es
R es e ar c h F u n d ( G C R F)  O n e  H e alt h P o ultr y  H u b ( B B/
S 0 1 1 2 6 9/ 1), t h e  R es p o nsi v e  M o d e ( B B/ R 0 1 2 6 7 9/ 1), J a p a n

P art n eri n g  A w ar d ( B B/ P 0 1 6 4 7 2/ 1), t h e  Britis h  C o u n cil
N e wt o n F u n d I nstit uti o n al Li n ks gr a nt (I L 3 2 6 1 7 2 7 2 7 1)
a n d t h e  R o y al S o ci et y  N e wt o n F u n d gr a nt ( N A F\ R 1
\ 1 9 1 1 6 6).  T h e f u n d ers h a d n o r ol e i n st u d y d esi g n, d at a c ol-
l e cti o n, d at a i nt er pr et ati o n or t h e d e cisi o n t o s u b mit t h e
w or k f or p u bli c ati o n.

O R CI D

M u nir I q b al htt p:// or ci d. or g/ 0 0 0 0- 0 0 0 1- 5 1 6 5- 5 3 3 9
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