Dédicace Theése Hannaoui. |

DEDICACE

A ma chére mére, ma raison de vivre, aucun mot ne pourra suffire pour témoigner toute ma
reconnaissance et I’amour que j’ai pour toi. Merci pour tout ce que tu as fait car je te dois tout.
Je te remercie pour tout le soutien et I’amour que tu me porte depuis mon enfance et j’espére
que ta bénédiction m’accompagne toujours. Que ce modeste travail soit I’exaucement de tes
veeux tant formulés, le fruit de tes incomparables sacrifices, bien que je ne t’en acquitterai
jamais assez. Puisse Dieu, le Trés Haut, t’accorde santé, bonheur et longue vie et faire en
sorte que jamais je ne te décois.

A mon cher pére, de tous les péres, tu es le meilleur, tu as toujours été d’un soutien & toute
épreuve. Aucun hommage ne pourrait étre a la hauteur de ton support. Tu as été et tu seras
toujours un exemple pour moi par tes qualités humaines, ta persévérance et perfectionnisme.
En témoignage de brut d’années de sacrifices, de sollicitudes, d’encouragement et de pricres.
Pourriez vous trouver dans ce travail le fruit de toutes vos peines et tous de vos efforts. En ce
jour, J’espere que mon parcours te rend fier de moi. Aucune dédicace ne saurait exprimer mes
respects, ma reconnaissance et mon profond amour. Puisse Dieu te préserve et te procure
santé, longue vie et bonheur.

A mes sceurs et mon frére, Hind, la prunelle de mes yeux, la douce au ceeur si grand, Si
Mohamed mon frére que j’adore, et Kaoutar que j’aime profondément. Ce travail n’aura
jamais pu voir le jour sans votre soutien illimité, merci pour vos encouragements, vous
m’avez donné le nécessaire pour que je puisse arriver a ce que je suis aujourd’hui. Je vous
souhaite une vie pleine de bonheur et de succes et que Dieu, le tout puissant, vous protége et
vous garde.

A ma tante Fatima, qui compte énormément pour moi, et pour qui je porte beaucoup de
tendresse et de respect, je te dédie ce modeste travail. Ce n’est qu’un petit geste devant tous
tes grands sacrifices et ton support aux moments difficiles. Merci d’étre une deuxiéme maman
pour moi. Puisse Dieu te garder, éclairer ta route et t’aider a réaliser tes veeux les plus chers.

A mes chers petits neveux et niéce Nassim et Nada, votre joie et votre gaieté me comblent de
bonheur.

A ma meilleure amie llham, qui m’a assist¢ dans les moments difficiles et m’a pris
doucement par la main pour traverser ensemble des épreuves pénibles. Je te suis trés
reconnaissante, et je ne te remercierai jamais assez pour ton amabilité, ta générosité, ton aide
précieuse.



Liste des abréviations

Theése Hannaoui. |

LISTE DES ABREVIATIONS

Abréviation Désignation

Ace : adhésine du collagéne d’E. faecalis

Acm : adhésine du collagéne d’E. faecium

ADN : acide désoxyribonucléique

AFSSA : agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
AG : aminosides

ALT : ’acide lipotéichoique

AME : aminoglycoside modifying enzyme

ARNr - acide ribonucléique ribosomique

BEA - bile esculine azide

bee : biofilm enhancer in Enterococcus

BGN : bactérie Gram —

BHI - brain heart infusion (bouillon cceur-cervelle)
BLSE : B-Lactamase a Spectre Etendu

BMR : bactérie multi-résistantes

CASEM : comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie
Ccci7 : clonal complex 17

CFU > unité formant colonie

CsG : céphalosporines de troisiéme génération
CMEs : composantes de la matrice extracellulaire
CMI : concentration minimal inhibitrice

Cps (C ou K) : capsular polysaccharide production (C ou K)
Cyl : cytolysine

D-ala-Dala : D-alanyl- D-alanyl
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D-ala-D-lac
D-ala-D —ser
dNTP

E

EARSS
ebp
E.faecalis
E. faecium
epa

ERV

ERG
EUCAST
fsr

GBAP
gelE

GEN

GGP
GISA
GIcNAcC
hyl

KAN

Kb

LPS

M-H

: D-alanyl-D-lactate

: D-alanyl-D-serine

: deoxyribonucléoside triphosphate

: erythromycine

: european antimicrobial resistance surveillance system
: endocarditis and biofilm associated pili

: Enterococcus faecalis (Espfs)

: Enterococcus faecium (Espfm)

- enterococcal polysaccharide antigen

: entérocoques résistants a la vancomycine

. entérocoques résistants aux glycopeptides

: european committee on antimicrobial susceptibility testing
: faecal streptococci regulator

. gelatinase biosynthesis-activating pheromone
: gélatinase E

: gentamicine

: groupe de genes pilines

: glycopeptide intermediate S. aureus

: B-N-acetylglucosamine

: hyaluronidase

: kanamycine

- kilobase

: Lincomycine

- lipopolysaccharide

: muller hinton
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MLST
MSCRAMMs
MurNAc
PCR
PFGE
PLPs
PSDP
RA
RGD
SA
SARM
SASM
Scm
SCN
SprE
TBE
TE
TEC
UDP
USlI
VA
VanR
VanS
VISA

VRSA

: multilocus sequence typing

: microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules
: acide N-acétylmuramique

: polymerase chaine reaction

: pulsed-field gel electrophoresis

: protéines liant les pénicillines

: S. pneumoniae de sensibilité diminuée & la pénicilline
: rifampicine

- arginyl-glycyl-aspartic acid

: substance agrégative

: Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
: Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline
: seconde adhésine du collagéne d’E. faecium

: staphylocoques a coagulase négative

: Sérine protease E

: tris borate éthyléne diamine tétra-acétique

: tétracycline

: teicoplanine

: uridine diphosphate

> unités de soins intensifs

: vancomycine

: résistant a la vancomycine

: sensible a la vancomycine

: vancomycin intermediate S. aureus

: vancomycin-resistant Staphylococcus aureus
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Résumé

Les entérocoques peuvent étre responsables de diverses maladies graves chez I’Homme. Ces bactéries sont
dangereuses du fait de leurs résistances naturelles a de nombreuses familles d’antibiotiques, aggravée ces
derniéres années par 1’émergence, dans le monde, de souches résistantes aux glycopeptides. Notre travail vise a

rechercher 1’existence au Maroc de souches résistantes vis-a-vis des antibiotiques.

Ce travail a porté sur 156 échantillons de selles collectés en 2014 dans la communauté marocaine du grand
Casablanca. L’identification biochimique des entérocoques est réalisée par la galerie Api 20 strep et complétée
par la caractérisation génotypique grace a la recherche des génes spécifiques aux especes E. faecalis et E.
faecium et au séquencage du géne qui code pour I’ARN 16S. L’étude phénotypique de la résistance des
entérocoques a huit antibiotiques est effectuée par la méthode de I’antibiogramme. Aussi, les génes van,
responsables de la résistance a la vancomycine, ont été recherchés par PCR multiplex. En outre, nous avons
déterminé les espéces les plus virulentes en termes de production de biofilm, par 1’étude de I’adhérence de nos
isolats a la surface du polystyréne, et en termes de possession des genes de virulences cherchés par PCR. La
clonalité des EVR a été étudiée par la méthode du champ pulsé, et I’évaluation des liens de parentés qui relient
I’ensemble de nos isolats d’entérocoques a été réalisée par la lecture de ’arbre phylogénétique.

Les résultats montrent que la colonisation par les entérocoques concerne 70.8% des échantillons de selle de la
population étudiée. Nous avons isolé 100 souches d’Entérocoques, parmi lesquelles, 45% souches sont identifiés
E. faecalis et 55% souches identifiées E.faecium. Ces dernieres étaient plus résistantes comparativement a E.
faecalis. Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques ont révélé que 88% de nos souches sont
multirésistantes. La fréquence d'isolement des VRE était de 21%. Les taux de résistances aux antibiotiques testes
étaient de 89% pour la lincomycine et I'érythromycine ; 79% pour la tétracycline ; 64% pour la rifampicine ;
23% pour la teicoplanine ; 15% pour la kanamycine et 2% pour la gentamycine. L'analyse par PCR a révélé que
toutes les souches étaient résistantes a la vancomycine par possession du géne vanA.

L’étude de I’adhérence des entérocoques souligne que la totalité de nos isolats ont la capacité de produire le
biofilm. L’étude de I’intensité de formation de ce dernier, montre que la majorité des souches ont formé un
biofilm de haute intensité au cours des premiéres heures avec un maximum de formation a 22 heures
d'incubation. gelE et asal sont les genes les plus fréquemment détectés chez E. faecalis. Chez E. faecium, esp et
hyl étaient les seuls facteurs de virulences retrouvés. Les souches étudiées ne sont pas liées génétiquement et les
isolats d’entérocoques résistants a la vancomycine ont présenté des profils de pulsotypes différents avec un haut
degré de polymorphisme.

L’isolement et la caractérisation des souches d’entérocoques résistantes a la vancomycine circulantes dans la
communauté est nécessaire pour une meilleure prise en charge thérapeutique des infections causées par cette
bactérie et pour élaborer une stratégie afin de contrdler la dissémination de cette résistance dans la communauté
marocaine et dans les établissements de sante.

Mots clés : portage intestinal humain, entérocoques, résistances aux antibiotiques, vancomycine, teicoplanine,

génes de résistance, génes de virulence, biofilm, clonalité.



Abstract
Enterococci can be responsible for many serious diseases in Human. These bacteria are dangerous because of
their natural resistance to many families of antibiotics, aggravated in recent years by the emergence, worldwide,
of strains resistant to glycopeptides. Our work aims to research the existence in Morocco of strains resistant to
antibiotics.
In 2014, 156 stool samples were collected in Moroccan community of Casablanca. The biochemical
identification of enterococci is realized by the Api 20 strep gallery, and completed by genotypic characterization
through the search for genes specific to the species E. faecalis and E. faecium, and the sequencing of the gene
which codes for 16S RNA. Phenotypically, we had studied the resistance of enterococci to eight antibiotics by
the antibiogram method and we had searched for the van genes encoding for resistance to vancomycin by
multiplex PCR. In addition, we had determined the most virulent species in terms of biofilm production, by
studying the adhesion of our isolates to the polystyrene surface, and in terms of possession of the virulence genes
searched by PCR. The clonality of EVR was studied by the pulsed field method, and the evaluation of the family
ties which connect all of our enterococcal isolates was made by reading the phylogenetic tree.
The results show that colonization by enterococci concerns 70.8% of the stool samples of the population studied.
We had isolated 100 strains of enterococci, of which 45% are identified as E. faecalis and 55% are identified as
E. faecium. They were more resistant compared to E. faecalis. The results of antibiotic sensitivity tests revealed
that 88% of our strains are multidrug resistant. The frequency of isolation of ERV was 21%. The rates of
resistance to the antibiotics tested were 89% for lincomycin and erythromycin; 79% for tetracycline; 64% for
rifampicin; 23% for teicoplanin; 15% for kanamycin and 2% for gentamycin. PCR analysis revealed that all
strains were resistant to vancomycin by possession of vanA gene.
The study of the adhesion of enterococci shows that all of our isolates have the capacity to produce biofilm. The
study of biofilm intensity shows that the majority of the strains formed a high intensity biofilm during the first
hours with a maximum of formation at 22 hours of incubation. gelE and asal are the most frequently detected
genes in E. faecalis. In E. faecium, esp and hyl were the only virulence factors found. The strains studied are not
genetically linked, and vancomycin-resistant enterococcal isolates had revealed different pulsotype profiles with
a high degree of polymorphism.
The isolation and characterization of strains of vancomycin-resistant enterococci circulating in the community
are necessary for better therapeutic management of infections caused by this bacterium and to develop a strategy
to control the spread of this resistance in the Moroccan community and in health establishments.
Key words: human intestinal carriage, enterococci, antibiotic resistance, vancomycin, teicoplanin, resistance

genes, virulence genes, biofilm and clonality.
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INTRODUCTION GENERALE

La découverte des antibiotiques a complétement révolutionné I'histoire des pathologies
infectieuses et depuis, les phénomenes de résistance n'ont cessé de s'accroitre. Les
glycopeptides qui étaient considérés comme alternative dans certains échecs thérapeutiques
dans le traitement des infections dues aux bactéries a Gram positif sont actuellement

confrontes a des problémes de résistance notamment chez les entérocoques.

Longtemps considérées comme des bactéries commensales du tube digestif de ’homme, les
entérocoques peuvent étre a I’origine de différentes infections, en particulier des bactériémies,
des endocardites, des infections urinaires et des infections abdominales et pelviennes, surtout
chez une fraction sensible de la population comme les immunodéprimés, les diabétiques, les

nourrissons, les personnes agees et les patients des centres de soins intensifs.

Quelle que soit la zone géographique considerée, le genre Enterococcus reste 1’une des causes
majeures d’infections nosocomiales. Il occupe la troisiéme position derriére Staphylococcus
aureus et Escherichia coli. Enterococcus faecalis (E. faecalis) et Enterococcus faecium (E.
faecium) sont les genres responsables de la quasi-totalité des infections a entérocoques chez

I'homme.

Plusieurs facteurs de virulence ont été associés aux infections a entérocoques. Ceux-cCi
incluent principalement les génes as (substance d’agrégation), cyl (cytolisine), esp (protéine
entérocoque de surface), hyl (hyaluronidase), et gelE (gélatinase). Les genes gelE et esp ont
démontré une capacité a promouvoir la formation de biofilm chez E. faecalis et E. faecium, ce
qui permet de coloniser des surfaces, de se protéger de I'action des substances

antimicrobiennes et de médier I'adhésion et I'invasion aux cellules hotes.

Ces bacteries sont dangereuses du fait de leur multirésistance naturelle a de nombreuses
familles d’antibiotiques, aggravée ces dernieres années par I’émergence de souches résistantes
aux glycopeptides. Le probléeme majeur concerne les entérocoques résistants a la

vancomycine (VRE : Vancomycin Resistant Enterococci).

L'utilisation des antibiotiques comme moyen thérapeutique contre les infections bactériennes
a permis une avancée considérable de la médecine. Cependant, malgré les efforts continus
visant a contrbler les agents pathogénes, les bactéries adaptent de plus en plus des

phénomenes de résistance aux antibiotiqgues notamment en raison de la pression de sélection
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exercée par I'utilisation massive et parfois inadéquate des antibiotiques, ce qui conduit a

I’échec thérapeutique.

La résistance croissante des bactéries aux antibiotiques est une realité qui inquiéte le monde
entier. La capacité d’évolution de la résistance des entérocoques se caractérise par leurs
phénotypes de résistance aux antibiotiques, ainsi que par leur grande faculté d’acquisition de
nouveaux mécanismes de réesistance que ce soit par I’intermédiaire de transferts de matériel

génétique au sein d’une méme espece bactérienne ou entre des espéces différentes.

Leur adaptation remarquable a touché I’aptitude de résister a une large gamme
d’antibiotiques, primordialement la famille des B-Lactamines puis celles des aminosides et
des quinolones et qui s’étends a la vancomycine et a beaucoup d’autres familles

d’antibiotiques.

Face a une infection, I’identification de I’agent microbiologique en cause est le premier
objectif. Cette étape est de loin la plus urgente et la plus importante a court terme puisqu’elle
intervient directement dans la prise en charge appropriée du patient.

Aprés les avoir identifiées, une étude de la sensibilité aux antibiotiques des différentes
souches d’entérocoques communautaire isolées serait effectuée, avec en second temps une
détermination des especes bactériennes et une recherche des genes de résistance et de
virulence ainsi que leur capacité a former des biofilms.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons déterminé la prévalence des souches
résistantes a la vancomycine, nous avons identifié les différentes especes isolées et nous
identifierons leur profil de résistance vis-a-vis des antibiotiques. Nous caractérisons par la
suite les déterminants génétiques impliqués dans la résistance aux glycopeptides a savoir les

genes vanA, vanB et vanC.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons cherché une éventuelle relation qui pourrait
relier la virulence a la résistance aux antimicrobiens chez des souches d’entérocoques et nous
déterminerons I’espéce la plus virulente en terme de production de biofilm et de possession

des genes de virulences.

D’autre part, nous rechercherons s’il existe des lignées génétiquement bien individualisées,
conséquence d’une structure fondamentale clonale. Nous étudierons donc les liens de parenté
entre les isolats des EVR circulant dans la communauté de Casablanca, en faisant un

séquengage du géne qui code pour ’ARNr16S et en déduisant I’arbre phylogénétique.
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1¢ partie : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

l.Généralités sur les entérocoques

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif, non sporulantes et immobiles (a
I'exception d’E. casseliflavus), qui se présentent sous forme de coques isolés ou arrangés en
paires ou en chainettes et dont le génome contient un faible pourcentage en G+C (37,5 a 44
%). Ce sont des organismes anaérobies aérotolérants, dépourvus d’oxydase et de catalase,
bien que le gene codant cette derniere enzyme de détoxification existe dans leur génome [1].

Ils se distinguent des streptocoques par leur capacité de se multiplier dans des conditions
hostiles a 10°C et a 45°C, en milieu hyper salé, en présence de 40% de bile et a pH de 9,6. lIs

hydrolysent I'esculine en noircissant le milieu bile esculine azide (BEA) [1].

La plupart des espéces produisent une pyrrolidonyl arylamidase et portent I'antigéne du
groupe D de la classification de Lancefield [2]. L'analyse du peptidoglycane pariétal a mis en
évidence une muréine composée d'enchainement lysine-aspartate (sauf pour E. faecalis qui
posséde des enchainements lysine-alanine) et contenant des ponts D-isoasparagine. Cette
structure originale du peptidoglycane différencie les entérocoques des autres streptocoques et

des lactocoques [3].

Concernant les caractéres biochimiques, les entérocoques produisent essentiellement de
I'acide lactique et en quantité moindre, de l'acétate, du formiate et de I'éthanol. Ainsi que les
produits finaux du métabolisme peuvent changer en fonction de la présence ou non d'oxygene
ou d'autres accepteurs d'électrons. En anaérobiose, le lactate est le principal produit du
métabolisme du glucose, tandis qu'en condition d'aérobiose, les produits du métabolisme sont
l'acétate et le CO». Ensuite, les entérocoques sont capables de métaboliser divers types de
sucres comme le N-acétyl glucosamine, I'amygdaline, l'arbutine, le cellobiose, le D-fructose,
le galactose, le B-gentiobiose, le glucose, le lactose, le maltose, le Dmannose, le 3-D-méthyle

glucopyranoside, le ribose, la salicine et le tréhalose [4].

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes, présentes dans différentes niches écologiques
telles que l'intestin de I'homme et des animaux a sang chaud (10°-108 CFU/g de matiére
fécale), plus rarement dans le vagin ou la cavité buccale [5]. On les retrouve également dans
les eaux usées, I'eau douce, I'eau de mer, le sol, sur les végétaux et chez les insectes [6]. Plus

exceptionnellement, leur présence est signalée dans le tractus intestinal des animaux a sang
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froid (batraciens, reptiles et insectes) [7]. En raison de ses caractéristiques épidémiologique,
cette bactérie est communément utilisée comme un indicateur de contamination fécale en but

de tester la qualité hygiénique des échantillons environnementaux [8].
Il. Taxonomie

Il.1. Historique

Le terme d'entérocoque fut utilisé pour la premiere fois en 1899 par Thiercelin pour décrire un
nouveau diplocoque & Gram positif isolé dans le tube digestif humain [9]. Andrewes et Horder
introduisirent en 1906 le nom de Streptococcus faecalis. Ce germe appartient a la famille des
Streptococcaceae. Initialement classé dans le genre Streptococcus parmi les streptocoques du
groupe D, le genre Enterococcus en a été différencié en 1996 [10]. En effet les résultats des
études d'hybridation ADN-ADN et ADN-ARNr ont démontré que les entérocoques sont
nettement distincts des autres streptocoques du groupe D (S. hovis, S. equinus) bien qu'ils
réagissent avec I'immun-sérum du groupe D et présentent certaines propriétés physiologiques
communes avec ces streptocoques [10]. Les entérocoques sont des commensaux du tube
digestif de 'nomme et des animaux et E. faecalis et E. faecium représentent respectivement
90% et 10% des entérocoques d'origine colique et sont responsables dans les mémes

proportions de la quasi-totalité des infections a entérocoques chez I'hnomme [11].
I1.2. Classification

Dans les années 1930, et sur base du systeme Lancefield Serological Typing, les Enterococcus
étaient classés dans le genre Streptococcus (groupe D), comme d’autres bactéries lactiques du
genre Lactococcus et Vagococcus. Avec I’avenement de la biologie moléculaire et de
nouvelles techniques telles que la détermination du pourcentage G+C, le séquencage de
I’ ARNTr 16S et I’hybridation DNA-DNA, les bactéries Streptococcus faecium et Streptococcus
faecalis ont été reclassé comme Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis,

respectivement [4].

Le genre Enterococcus est placé dans le domaine des Bacteria, le phylum des Firmicutes,
classe des Bacilli, ordre des Lactobacillales, famille des Enterococcaceae, branche des

Clostridium.
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La phylogénie de ce genre ne cesse d’évoluer du fait de I’avénement de nouvelles
technologies permettant une évolution quasi-constante de la taxonomie. En effet, initialement
composé des deux especes précédemment citées, le genre Enterococcus comptait 37 espéces
en 2011, 48 espéces en 2013 [12] (Figure 1) et 55 especes en 2017.
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Figure 1: Arbre phylogénique du genre Enterococcus reposant sur le séquengage du géne codant pour

I’ARNr 16S [12].

lll. Caractéristiques microbiologiques expliquant la virulence des

entérocoques

I11.1. Facteurs de virulance

Les facteurs de virulence sont définis comme des éléments qui augmentent la capacité du
microorganisme a provoquer la maladie, ils ne sont pas indispensables a la survie de la
bactérie mais ils diminuent son potentiel pathogene lorsqu’ils sont absents. Ces facteurs ont
pour role de permettre lI'adhérence aux cellules hotes et a la matrice extracellulaire, faciliter
I'invasion des tissus, moduler la réponse immunitaire et inflammatoire et causer des
dommages par l'intermédiaire de toxines. Bien que la pathogeénicité des entérocoques soit
discutée dans certaines situations, des facteurs de virulence ont été décrits dans des modeles

expérimentaux, mais les données concernant leur fréquence dans les isolats cliniques sont
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rares. De plus, la relation entre présence du facteur de virulence et gravité de la maladie n'est

que peu soulignée.

En plus de ces facteurs de virulence, E. faecalis posséde des capacités physiologiques lui
permettant d'accroitre son caractére pathogene. Parmi ces capacités on peut citer celles de
passer a un état viable mais non cultivable (VBNC) [13] qui semble lié a la capacité de
persister dans l'organisme lors d'infections chroniques [14], ainsi que la formation des
biofilms qui permet entre autre de coloniser des surfaces, de se protéger de l'action des

substances antimicrobiennes, de médier I'adhésion et l'invasion aux cellules hétes [15].
I11.1.1 Facteurs liés & la membrane

La figure ci-dessous représente un schéma des différentes adhesines de surface et du pili
d’E. faecalis (gauche) et d’E. faecium (droite) lié de facon covalente via un motif LPXTG
(carré rouge) dans le peptidoglycane de la paroi cellulaire (gris). Le translocon Sec y est
indiqué. Les protéines de surface LPXTG des entérocoques servent, entre autres, a
I’attachement aux ligands de la matrice extracellulaire et aux cellules eucaryotes, et jouent un
role lors d’une infection. Les fonctions connues, pour le moment, sont représentées au-dessus

de la protéine de surface ou de la structure.

Formation biofilm, infection PilA-pili
tractus urinaire et endocardite

Ebp-pili PilB-pili

Formation biofilm et

infecti 22 5
infection tractus urinaire Formation biofilm

Adhérence au collagéne

A
'3 N\

Endocardite

Adhérence aux
CME, endocardite

AS

ce Acm

000000000 R

E. faecalis E. faecium

Figure 2: Vue d’ensemble des protéines de surface LPXTG et des pili des entérocoques [16].
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Ebp-pili, pilus associé aux endocardites et a la formation de biofilm chez
E. faecalis; CME, composantes de la matrice extracellulaire; AS, substance agrégative;
Esp, protéine de surface des entérocoques; Ace, adhésine de liaison au collagéne d’E.
faecalis; Scm, Seconde adhésine de liaison au collagéne d’E. faecium; Acm, adhésine de
liaison au collagéne d’E. faecium; PilA-pili, pilus PilA d’E. faecium; PilB-pili, pilus
PilB d’E. faecium.

111.1.1.1 Protéines de liaison au collagéne

Les séquences publiées des génomes E. faecalis V583 et E. faecium TX0016 ont révélé la
présence de 17 et 15 MSCRAMMSs (microbial surface component recognizing adhesive
matrix molecules) [17], respectivement, ceci suppose que les entérocoques ont évolués par
I’acquisition de plusieurs stratégies afin d’interagir avec les structures de [I’hote.
Trois principaux MSCRAMMSs ont été caractérisés en détail chez les entérocoques et
permettraient la liaison de haute affinité a différents types de collagéne et autres composantes
de la matrice extracellulaire. L’adhésine Ace (adhésine du collagéne d’E. faecalis) est la
premiere MSCRAMM ayant été décrite chez les entérocoques, et permet la liaison au
collagéne de type I et 1V, a la laminine et a la dentine [18, 19]. Acm (adhésine du collagéne
d’E. faecium) interagit avec le collagene de type I, et a un moindre degré, au collagene de
type IV [20]. Scm (seconde adhésine du collagéne d’E. faecium) peut se lier au collagene de
type V et au fibrinogéne [17]. Ces trois MSCRAMMSs de liaison au collagéne ont été
retrouvés pratiquement chez tous les isolats d’entérocoques d’origines clinique et non
clinique. Par contre, malgré la présence prédominante du gene acm fonctionnel dans les
isolats cliniques, un pseudogéne, interrompu par un élément d’insertion, a été souvent detecté
dans les isolats d’origine non clinique [21]. Ces isolats, possédant un pseudogene, ne
pouvaient pas lier le collagéne de type I. Ces trois MSCRAMMSs de liaison au collagéne
partagent plusieurs caractéristiques. Ces derniéres incluent une séquence peptide signal en
position N-terminale suivi d’un domaine A de liaison de haute affinité au ligand, consistant en
un ou plusieurs variants de repliement de type (IgG) immunoglobuline, un domaine répété B,
et un signal d’ancrage a la paroi cellulaire de type LPXTG en C-terminale. L’activité de
liaison au collagene de ces trois protéines se trouve dans le domaine A. Les adhésines Ace et
Acm partagent des séquences similaires avec la grande famille des MSCRAMMSs de liaison

au collagéne des pathogenes a Gram-positif, dont Cna de Staphylococcus aureus [22].
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Le role de I’adhésine Ace lors d’une infection n’est pas encore clairement déterminé, puisque
les mutants par délétion, construits jusqu’a maintenant, n’ont pas été testes in vivo [23].
Contrairement a Ace et Scm, la fonction in vivo d’Acm a été complétement analysée par des
études animales utilisant justement des mutants par délétion du gene. Grace a ces mutants, le
role de ’adhésine Acm dans la pathogenése des endocardites a E. faecium a pu étre démontré
[21]. Dans cette étude, une plus forte colonisation des valves cardiaques par les souches
sauvages (74%) versus les souches mutantes (26%) a été observée. De plus, Acm engendrerait
une réponse immunitaire chez 1’hote, puisque des anticorps IgG anti-Acm du domaine A ont
été détectés dans le sérum de patients atteints d’endocardites causées par E. faecium [21].
Ainsi, Acm permettrait 1’adhérence d’E. faecium aux valves cardiaques endommagées et
riches en collagéne. Cette étape serait donc un facteur important dans 1’évolution d’une
endocardite. Il y aurait également des élements qui pourraient indiquer que 1’adhésine Ace
aurait un role dans les endocardites, mais ces observations sont indirectes et aucune étude

animale n’a été publiée jusqu’a maintenant [24].

Deux nouvelles MSCRAMMSs ont été également décrites chez 1’espéce E. faecium. Ces
derniéres ont été isolées de souches E. faecium nosocomiales responsables d’épidémies et
d’infections invasives. Ces deux protéines de surface LPXTG ont été nommees SgrA et ECbA
[25]. SgrA permettrait la liaison aux molécules de la matrice extracellulaire nidogene 1 et
nidogene 2 lesquelles sont des composantes de la lamina basale. EcbA est une MSCRAMM
d’E. faecium qui se lie au collagene de type V. De plus, les deux protéines se lient au
fibrinogéne; SgrA cible les chaines alpha et béta tandis que EcbA se lie a la chaine gamma.
SgrA ne semble pas permettre la liaison de souches E. faecium au matériel biologique tel que
les cellules intestinales humaines, les cellules de vessie humaine et les cellules rénales. Par
contre, cette adhésine serait impliquée dans la formation de biofilm [26]. Ainsi, I’expression
de ces deux adhésines semblerait contribuer a la pathogenése des souches d’E. faecium

responsables d’infections nosocomiales.
111.1.1.2 Protéines de surface extracellulaire

La protéine de surface extracellulaire Esp est associée a la paroi cellulaire. Elle a un poids
approximatif de 200 kDa et a été décrite pour la premiere fois chez les especes Enterococcus
par Shankar et al. [27]. Le gene esp a un poids moléculaire de 5622 pb et il est fréquemment
retrouvé chez les isolats cliniques. Cette protéine semble promouvoir I’adhérence, la

colonisation et I’évasion du systéme immunitaire, et jouerait un certain rdle dans la resistance
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aux antibiotiques [28]. Des corrélations significatives ont été observées entre la présence du
géne esp et la résistance aux antibiotiques chez des souches cliniques d’E. faecium et
d’E. faecalis [29]. Ces résistances étaient envers I’ampicilline, la ciprofloxacine et
I’imipénéme chez E. faecium, et envers la doxycycline chez E. faecalis. Esp contribue
également a la formation de biofilms chez les entérocoques, lesquels peuvent mener a la
résistance aux stress environnementaux et aux antibiotiques, et a une adhérence aux cellules
eucaryotes (i.e. tractus urinaire) [30]. Deux especes, E. faecalis et E. faecium, lorsque de
provenance clinique, possedent fréquemment un flot de pathogénie contenant le géne esp.
Cette observation laisse suggérer que la protéine Esp aurait un rdle dans les infections
nosocomiales [31]. La ressemblance en acides aminés entre les protéines Esp d’E. faecium
(Espfm) et d’E. faecalis (Espfs) est élevée (> 90 %) [31], suggérant ainsi que les deux
proteines ont la méme fonction chez les deux espéces. Elles contiennent toutes les deux une
séquence signal et un domaine variable en position N-terminale, dont ce dernier étant
approximativement formé de 700 acides aminés, suivi de trois domaines répétés désignés A,
B et C. Le nombre de répétitions A, B et C dans la protéine Esp, varie d’un isolat a 1’autre
[31]. L’extrémité C-terminale de la protéine est formée par un motif [Y/F] PXTG, lequel
pourrait &tre reconnu par une sortase, permettant ainsi 1’ancrage d’Esp a la paroi cellulaire.
Les protéines Esp démontrent une organisation des domaines similaire a celle des protéines de
surface a C, Rib, R28 et Bap des streptocoques pathogenes et de Staphylococcus aureus [32].
La fonction de ce groupe de protéines est peu définie, mais des observations semblent
démontrer un role de la protéine dans la modulation de la réponse immunitaire envers les
bactéries [33]. Il reste a savoir si Esp protége également contre le systéme immunitaire de
I’hote. La caractérisation fonctionnelle d’Esp a révélé son role dans la formation de biofilm.
Une inactivation du géne esp par insertion, tant chez E. faecalis qu’E. faecium, a démontré
qu’Esp était impliquée dans 1’adhérence initiale et la formation de biofilm aprés 24h sur des
surfaces abiotiques [34]. Des souches E. faecalis négatives pour Esp étaient capables de
produire un biofilm apres avoir recues un transfert plasmidique du géene [35]. Les fonctions
exactes des différents domaines de la protéine Esp restent encore a déterminer. Cependant,
quelques évidences semblent démontrer que le domaine N-terminal aurait un réle important
dans la formation des biofilms. Une souche mutante E. faecalis exprimant Espfs sans son
domaine N-terminal est significativement diminuée dans la formation de biofilm
comparativement a la souche sauvage [36]. De plus, un mutant n’exprimant que le domaine
N-terminal & sa surface produit un biofilm similaire a la souche sauvage [36]. L’ajout de la

portion N-terminal d’Espfm a des bactéries ayant une expression élevée de la protéine Esp,
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bloque I’attachement initial des cellules au polystyréne [37]. Ainsi, ces observations suggérent
que la capacité de formation de biofilm d’Esp est conférée par son domaine N-terminal et que
celui-ci est également impliqué dans les infections & entérocoques associées aux biofilms. De
plus, le transfert conjugatif semblerait également étre impliqué puisque des souches
E. faecium qui possédent le gene espmont un taux de conjugaison plus élevé que les souches
ne I’ayant pas [38].

Les pili, exposés a la surface des bactéries a Gram-positif, sont des fibres multimériques de
protéines de surface LPXTG. llIs sont polymérisés par une sortase de classe C pour étre
ensuite immobilisés de facon covalente au peptidoglycan de la paroi cellulaire par une sortase
de classe A. L’adhérence aux tissus de I’hdte par les protéines de surface et les pili suivie par
la colonisation des muqueuses, sembleraient étre les étapes initiales et nécessaires dans
I’établissement d’une infection, et seraient un pré-requis a la pathogenése [39].
C’est au début des années 80 que des structures de type pilus ont été détectées par
microscopie a transmission électronique a la surface de la bactérie E. faecalis JH-2 [40]. A ce
moment, les génes impliqués dans I’assemblage du pilus chez les bactéries a
Gram-positif est encore inconnus. Des travaux effectués chez Corynebacterium, Actinomyces,
Bacillus et Streptococcus ont révélé que les enzymes sortase, liés aux protéines de surface
LPXTG, faisant parties du groupe de génes pilines (GGP), sont exclusivement impliqués dans
I’assemblage du pilus [39]. Les GGPs des entérocoques ressemblent a d’autres loci de pilus de
bactéries a Gram-positif. E. faecalis posséde deux GGPs, l'opéron pili associé aux
endocardites et aux biofilms (ebp) et le locus initiateur de biofilm chez les entérocoques (bee)
[41]. Le locus bee est localisé sur un plasmide conjugatif et n’a été détecté que
sporadiquement (5 %) chez les isolats E. faecalis, tandis que le locus ebp est trouvé de facon
ubiquitaire [42]. Contrairement a E. faecalis, E. faecium posséde quatre GGPs, lesquels ont
été nommés GGP-1 a 4 et sont présents de facon prédominante chez les isolats de patients
hospitalisés [43]. La présence de quatre types distincts de GGPs doit donner un avantage
sélectif aux isolats E. faecium. Jusqu’a maintenant, des résultats expérimentaux ont éeté
obtenus seulement pour les protéines EbpA, EbpB et EbpC (E. faecalis), et PilA et PilB
(genes fms; E. faecium), lesquels ont montré que ces protéines pouvaient s’assembler en un
appendice de haut poids moléculaire a la surface de la bactérie [43, 44]. Dans le cas de
I’espece E. faecalis, ’assemblage du pilus Ebp est dépendant de la sortase SrtC, tandis que
son expression est dépendante du régulateur transcriptionnelle EpbR [45]. Des

expérimentations animales, par I'utilisation de mutants, ont montré un rdle du pilus Ebp de
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souches E. faecalis durant les infections du tractus urinaire et les endocardites, lesquelles sont
toutes deux des infections associées a la formation de biofilm [46, 47]. Le rOle des pili
E. faecium de type PilA et PilB dans la pathogenése des infections doit étre encore étudié.
Cependant, I’expression de ces pili a 37°C et non a 21°C [43], et la forte similarité avec les
génes du locus ebp d’E. faecalis, suggerent la possibilité d’un role dans I’interaction a un hote
mammifere. De plus, une étude [44] a observé que les génes associés a PilA et PilB (fms)
semblaient étre des marqueurs précoces du génogroupe CC17 aux Etats-Unis contrairement
au gene esp qui aurait été acquis a différents moments lors de 1’évolution de ce génogroupe.
Ainsi, ces pili auraient potentiellement un réle important chez les clones adaptés a

I’environnement hospitalier.
111.1.1.3 Acide lipoteichoique

Contrairement a ce que I’on croit, 50% des septicémies et des chocs septiques sont causés par
les bactéries a Gram positif [48, 49]. Un des produits de ces microorganismes est I’acide
lipotéichoique (ALT), une adhésine amphiphile associée a la membrane. Cette adhésine est un
facteur de virulence potentiel et partage plusieurs proprietés pathophysiologiques du
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram négatif. L’ALT stimule également la
production de plusieurs agonistes proinflammatoires par les leucocytes, et semble étre
impliqué dans la pathophysiologie de I’inflammation et de séquelles post-infections tels que le
choc septique, les syndromes de detresse respiratoire et du choc toxique [49, 50]. L’ALT est
un polymere composé d’une chaine de polyglycérolphosphate hydrophile liee par un pont
ester a une queue de glycolipide hydrophobe. Chez les entérocoques, ces molécules de surface
semblent étre identiques a ’antigéne de groupe D [51]. La queue hydrophobe permettrait la
liaison a une variété de cellules eucaryotes, incluant les plaquettes, les érythrocytes, les
lymphocytes, les leucocytes polymorphonucléaires et les cellules épithéliales [52]. L’ALT
peut étre relaché de la surface bactérienne et ce relachement peut étre augmenté par la
présence d’antibiotiques agissant sur la paroi cellulaire [53]. Les ALTSs, isolés de souches
d’E. faecalis ou d’autres bactéries a Gram-positif, ont démontré une stimulation des
leucocytes a relacher plusieurs médiateurs, lesquels sont connus comme jouant un réle dans
différentes phases de la réponse inflammatoire. Ces médiateurs incluent le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a), linterleukine 1B (IL-1B), linterleukine 6 (IL-6) [54], et
I'interleukine 8 (IL-8) [55] lesquels sont relachés par des cultures de monocytes et de

leucocytes totaux humains. Ils causeraient également le relachement de la prostaglandine E2,
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par les macrophages péritonéaux de souris [56], de lysozymes, par les macrophages

péritonéaux de rats [57], et la génération d’anionssuperoxide, par les monocytes humains [58].

Les antibiotiques agissant sur la paroi cellulaire doivent avoir une activité autolytique
appropriée pour tuer efficacement les bactéries a Gram-positif. Cependant, I’ALT a démontré
une inhibition de I’autolyse, autant de membranes isolées que de cellules intactes, chez
E. faecalis (Enterococcus hirae ATCC 9790) [59]. De plus, Ehrenfeld et al. [60] ont rapporté
que ’ALT, purifi¢ d’E. faecalis, inhibait 1’induction, phéromone-dépendante, de 1’agrégation
des cellules bactériennes. L’ALT est une partie importante du complexe de liaison de la
substance agrégative des entérocoques [61, 62]. Ce rdle laisse entrevoir I’importance de
I’ALT dans la dissémination horizontale d’éléments génétiques mobiles. Ces ¢léments
comprennent les plasmides de réponse aux pheromones qui codent souvent pour de nombreux

facteurs de virulence, mais également pour de la résistance aux antibiotiques.
111.1.1.4 Substance agregative

La substance agrégative (SA) a éte la premiére protéine de surface LPXTG décrite chez les
entérocoques et est une adhésine bien caractérisée pour ses nombreuses fonctions et sa
contribution dans la virulence d’E. faecalis. SA est la désignation communément utilisée pour
un groupe de proteines codees par des plasmides conjugatifs répondant aux phéromones dont
leur séquence en acides aminés est hautement similaire. Les génes aspl, asc10 et asal codent
pour les protéines SA de trois plasmides répondant aux phéromones les plus étudiés, soient
pPD1, pCF10 et pAD1 respectivement. L’expression de ces génes est induite par une
phéromone oligopeptide autocrine, laquelle est sécrétée par d’autres entérocoques [63, 64].
L’expression de la SA a la surface de la cellule permet un contact physique étroit entre les
bactéries donneuses et receveuses, permettant ainsi un transfert, a haute fréquence, de
plasmides de virulence et de résistance aux antibiotiques. L’adhésine, de 1296 acides aminés
contient un domaine d’agrégation a I’ALT, une région variable, un domaine central
d’agrégation et deux motifs Arg-Gly-Asp (RGD pour Arginyl-glycyl-aspartic acid) (Figure 3).
Elle contient également une hélice alpha ayant une similarité avec la protéine M de

Streptococcus pneumoniae et a la myosine des cellules eucaryotes [65].
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Figure 3: Organisation structurelle de la substance agrégative des entérocoques [24].

Les trois protéines SA partagent au-dela de 90% d’identité en acides aminés a travers toute la
séquence, bien qu’une région variable, localisée au centre, présente seulement 30 a 40% de
similarité [66]. Les études biochimiques sur la SA ont longuement été difficiles dues aux
contraintes liées a la purification de la protéine a sa pleine longueur. 1l semblerait que la partie
C-terminale soit rapidement dégradée suite a la purification et donc peu stable [67]. Il a été
démontré, par mutations et délétions, que deux domaines d’agrégation seraient présents et
nécessaires a ’agrégation. Spécifiqguement, le premier domaine, allant des acides aminés 156
a 358, permettrait en partie la liaison a I’ALT tandis que le second domaine, allant des acides
amineés 473 a 683, serait nécessaire a la formation d’agrégats mais non a la liaison a I’ALT.
De plus, une délétion dans le premier domaine d’agrégation (a.a. 156 a 358) a révélé que
celui-ci était requis, non seulement pour la liaison a I’ALT, mais également pour
I’internalisation dans des entérocytes H-29 [68]. Suivant cette observation, un fragment
N-terminal purifié, allant des acides aminés 44 a 331, a démontré une forte liaison a ’acide
lipotéichoique [68]. De plus, cette étude a mis en évidence que la purification de I’Asc10 et
du domaine d’agrégation a I’ALT, situé pres de la région N-terminale d’Ascl10, liaient 1’acide
lipotéichoique d’E. faecalis de fagcon dose-dépendante, contrairement au domaine central [68].
La structure cristalline de SA n’a pas encore été déterminée et donc, le mécanisme par lequel
SA se lie a son ligand n’est pas encore connu. La SA est aussi impliquée dans I’adhésion et
I’invasion de cellules dérivées du colon et du duodénum, indiquant que SA peut jouer un réle
dans la translocation d’E. faecalis a travers la barriére intestinale, conduisant ainsi a une
infection systémique [69]. Ascl0 augmente I’adhérence, I’internalisation et la survie
intracellulaire dans les leucocytes polymorphonucléaires [70]. Ces observations semblent
ainsi suggérer que les motifs RGD de la SA favoriseraient les interactions avec les cellules
eucaryotes. Cela semble étre confirmée par une diminution de la liaison des E. faecalis

lorsque des cellules eucaryotes sont pré-incubées avec des peptides RGDs synthétisés
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chimiquement [71]. De fagon similaire, Asal augmente 1’adhérence et la survie dans les

macrophages et favorise I’adhérence aux cellules épithéliales des tubules rénaux [71].

Les protéines Asc10 et Asal ont été impliquées dans la liaison aux composantes de la matrice
extracellulaire (CMEs) tels que la fibrine, la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine
et le collagéne de type I. Des délétions dans la région variable du gene asal ont engendré une
réduction de la liaison a la fibronectine, suggérant ainsi que cette région est un domaine de
liaison aux CMEs [72]. Par contre, Ascl0 purifiée pleine longueur ne s’est pas liée aux
CMEs, mais un mutant de la protéine n’ayant pas le domaine d’agrégation en N-terminale
(a.a. 156-358) s’est lié¢ au fibrinogéne et a la vitronectine. De plus, une souche d’E. faecalis
contenant le plasmide pCF500, un dérivé de pCF10 (SA positif inductible), a été incapable de
coloniser le tractus urinaire dans un modele d’infection du tractus urinaire Supérieure et
inférieure chez la souris [73]. Par contre, Asc10 et Asal sembleraient jouer un réle dans une
endocardite expérimentale, puisque les deux protéines auraient augmenté la colonisation
bactérienne sur des valves aortiques de lapins [74]. Egalement, 'utilisation de mutants du
gene asc10 par délétion du domaine d’agrégation en N-terminale et des motifs RGD, a montré
une diminution significative de la virulence dans un modéle d’endocardite du lapin. A
I’opposé, I'immunisation active avec des fragments N-terminaux de SA n’a pas permis
d’obtenir de protection immunitaire dans ces modéles d’endocardites [75]. Ainsi, les
observations tant in vitro qu’in vivo indiquent que la SA est multifonctionnelle et est un
facteur de virulence important chez E. faecalis, tant au niveau des infections que dans le

transfert horizontal d’¢léments de virulence et de résistance aux antibiotiques.
I11.1.2 Facteurs sécrétés
111.1.2.1 Cytolysine

La cytolysine, aussi nommeée hémolysine, est une toxine bactérienne, dont les génes
permettant sa production sont localisés sur des plasmides répondant aux phéromones [76]
ou sur un Tlot de pathogénie présent dans le chromosome [77]. La cytolysine active consiste
en deux petits peptides (CylLI et CylLs). Lorsque fonctionnels, ils sont toxiques ou lytiques
pour une grande variété de cellules eucaryotes et procaryotes [78]. En plus de posséder des
activités toxiques et bactéricides, la forme extracellulaire activée de CylLs (CylLs") induit un
haut niveau d’expression des génes structuraux de la cytolysine via un meécanisme de quorum-
sensing impliquant un systeme a deux composantes [79]. Elle est codée par un opéron

complexe de huit génes (cylLl, cylLs, cylM, cylB, cylA, cyll, cylR1, cylR2). Les protéines de
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régulation de la cytolysine, CylR1 et CylR2, répriment, par collaboration, I’expression de la
toxine; tandis que I’activation est enclenchée par ’accumulation externe de CylLs via un
mécanisme de signalisation inconnu [79]. La figure 4a démontre 1’auto-induction de la
cytolysine par le mécanisme de quorum-sensing impliquant également la SA et autres

adhésines.

e iE Cytolysine et
< protéases

E. faecalis et Substance agrégative Substance agative Auto-induction
cellule cible induit ’agrégation (ou autres adhésines) cytolysine (et protéases)
induit I’adhérence par Quorum-sensing

Figure 4a: Modele d’auto-induction de la cytolysine par synergie avec la substance agrégative et

autres adhésines [80].

Ensuite, la figure 4b démontre la maturation et la régulation de la toxine suite a son

autoinduction.

Activation _ g Lyse des cellules eucaryotes
prote'olyﬁque Sous-unités actives ou bactériennes cibles
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Auto-protection
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de la cytolysine

Figure 4b: Modele de maturation et de régulation de la cytolysine [79].
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Suite a I’auto-induction, les sous-unités CylLL et CylLS sont synthétisées pour ensuite étre
modifiées de facon post-traductionnelle par CylM. Les peptides modifiés, CylLL* et CyILS*,
sont clivés et sécrétés par CylB suivi d’une activation extracellulaire par une seconde
protéase, CylA. La bactérie produisant la cytolysine est protégée par Cyll dont le mécanisme
est encore inconnu. La sous-unité CyIlLS" induit I’expression de ’opéron cytolysine, et CyIR1
et CylR2 sont tous les deux requis pour la répression (voir I’encadré figure 4b). Dans un
modeéle plus simple, CyILS" pourrait interagir avec la protéine régulatrice CylR1 a la surface
de la membrane de par sa composition hydrophobe. CyIR1 pourrait ensuite permettre a la
protéine de liaison a I’ADN, CyIR2, de réprimer la transcription a partir du promoteur de la
cytolysine PL étant dans un état inactivé. Puisqu’aucun autre élément de régulation n’est codé
par I’opéron, on ne peut pas exclure la possibilité que d’autres facteurs cellulaires puissent
jouer un réle dans le processus de signalisation [79]. La cytolysine est retrouvée chez au-dela
de 60% des isolats d’E. faecalis de cas cliniques [81]. Elle est reliee de maniére distante a la
streptolysine S et est aussi membre de la classe des bactériocines connue sous le nom des
« lantibiotiques » [82]. La cytolysine des entérocoques a demontré un role dans la virulence
de différents modeles d’infections [83] et elle est associée a la mortalité chez ’homme [84].
Le phénotype cytolytique est commun chez les isolats d’E. faecalis dérivés d’infections

nosocomiales [85].

Lors d’une infection aigué, le traitement aux antibiotiques face a la bactérie semble peu
efficace di a une translocation de la bactérie dans les cellules épithéliales de I’intestin de
I’hote [86]. Par contre, il n’est pas démontré si la toxine affecte la translocation bactérienne
dans 1’épithélium intestinal. Il a été observé que les souches exprimant la cytolysine avaient
un avantage sur celles ne I’exprimant pas, car la toxine permettait une surcroissance des
isolats d’E. faecalis cytolytiques [87]. De plus, il n’a pas été démontré si I’expression de la
toxine permettait une translocation de la bactérie dans la circulation sanguine. Par contre, on
sait qu’elle contribue a la prolifération d’E. faecalis dans le sang [88]. Considérant le mode
d’auto-regulation de la cytolysine, requérant une accumulation de CyILS a un niveau seuil, la
diffusion dans la circulation sanguine pourrait prévenir un haut niveau d’expression dans ce
milieu, rendant ainsi une hémolyse sanguine élevée peu probable. Cependant, aux sites de
coagulation intravasculaire, dans 1’environnement des valvules cardiaques, ou dans les
biofilms, des microenvironnements peuvent apparaitre ou E. faecalis, et ainsi CyILS, peut
s’accumuler & des concentrations suffisamment élevées pour enclencher 1’expression a haut

niveau de la cytolysine [89].
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111.1.2.2 Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens extracellulaires qui démontrent une
activité envers des espéces bactériennes étroitement liées. Quatre genes sont nécessaires afin
de produire les bactériocines : un gene de structure codant pour un pré-peptide, un géne
d’immunité (auto-protection), un géne de transporteur ABC et un géne codant pour une
protéine requise a ’exportation de la bactériocine. Les bactériocines sont formées en tant que
pré-peptide dans la cellule et la maturation se fait durant I’exportation. Cette derniére se fait
par le clivage enzymatique du peptide leader en N-terminale au niveau d’un site double
glycine, et par ’exportation via une voie Sec-dépendante. Les bactériocines sont des protéines
cationiques et amphiphiles contenant peu ou pas de cystéine [90]. La production des
bactériocines est favorisée en conditions de stress, causée probablement par un taux de
croissance moindre, résultant ainsi en une meilleure utilisation de I’énergie et une plus grande
disponibilité des métabolites pour la synthése des bactériocines. Ainsi, sous des conditions
optimales de croissance, il y a moins d’acides aminés disponibles pour la production de
celles-ci [91]. Les espéces Enterococcus sont connues pour produire une grande variété
d’entérocines (Tableau 1) incluant les entérocines A, B et P, lesquelles sont actives contre les
especes Listeria, Clostridium et Staphylococcus aureus [92]. La plupart des bactériocines
produites par E. faecalis et E. faecium sont identiques aux entérocines A et B étant les
premiéres décrites chez E. faecium CTC492 et E. faecium T136 [93]. E. faecium RZS C5 est
un isolat naturel du fromage, ne possede pas de facteurs de virulence et a des propriéetes
anti-Listeria spp. [94]. L’étude énonce la possibilité d’utiliser cette souche en coculture, par
exemple dans la production de saucisses fermentées, afin de réduire le risque de croissance de
Listeria spp.. L’entérocine EJ97 d’E. faecalis S-47 a aussi démontré des propriétés anti-
Listeria spp., avec une réduction de 1.6 log10 apres 6 heures et une inhibition compléte apres
24 heures a une concentration de 20 U/ml [95]. L’entérocine AS-48 (produite par E. faecalis
A-48-32) inhibe la croissance de cellules végétatives de Bacillus coagulans dans des
conditions de réfrigération, et a hautes températures dans des conserves de fruits et de
légumes [96]. L’activité des bactériocines envers des bactéries a Gram-négatif est plutot
inhabituelle, mais la bactériocine ST15 d’E. mundtii semble efficace contre une variété de
bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif telles que Acinetobacter, Bacillus, Clostridium,

Klebsiella, Lactobacillus et Pseudomonas [93].
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Tableau 1: Bactériocines produites par Enterococcus spp. [97].

Bactériocine Souche productrice Origine Taille (Da)
Entérocines A et B E. faecium P21 Chorizo -
Entérocine AJ97 E. faecalisS-47 - e
Sans nom E. faecium A2000 Fromage @ -
Entérocine CRL35 E. faecium CRL35 Fromage 3500
Bactériocine N15 E. faecium N15 Riz de son Nuka 3000-5000
Entérocines A et B E. faecium WHES81 Fromage 4833 et 5462
Sans nom E. faecium RZS C5; Fromage 4833 et 5462
E. faeciumDPC 1146 - e
AS-48 E. faecalis subsp. Tractus intestinal  ~ —-—--
liquefaciens S-48 porcin -
Entérocine 012 E. gallinarum Duodénum d’autruche 3400
Sans nom E. faecium CRL1385 Poulet librede -
ferme
Entérocine P E. faecium P13 Saucissonsec  ------
fermenté
Entérocines 1071A et E. faecalis BFE 1071 Feces de porcs 1071B 4285 et 3899
miniatures
Mundticine ATO6 E. mundtii ATO6 Légumes 4287
Mundticine KS E. mundtii NFRI 7393 Ensilage de 4290
graminées
Bactériocine 51 E. faecium VRE38 Humain (clinique)  -—--
Cytolysine E. faecalis DS16; Humain (clinique)  -—--
E.faecium 228
Bactériocine 21 E. faecalis 39-5 Humain (clinique) -
Bactériocine 31 E. faecalis Y1717 Humain (clinique) 4730
Bactériocine 32 E. faecium VRE200 Humain (clinique) 5940
Bactériocine 43 E. faecium VRES82 Humain (clinique) 4840

Les effets bactéricides des bactériocines semblent étre dus a la perméabilisation de la paroi
cellulaire. La structure enroulée des peptides entrant en contact avec la paroi cellulaire,
formerait une hélice, qui s’incorporerait et traverserait la membrane, créant ainsi un pore. Ce

mode d’action a été observé avec 1’entérocine P. Le pore résultant cause un relachement des
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ions K+, une perte du potentiel membranaire et une inhibition de I’absorption des acides
aminés. Tout ceci aurait pour résultat la mort cellulaire [98]. La bactériocine 51, isolée de la
souche clinique résistante a la vancomycine E. faecium VRE38 et codée sur le plasmide
mobile pHY (6kb), a été également caractérisée [97]. La bactériocine 51 (Bac 51) démontre
une activité a spectre plutbt étroit et est active contre les souches E. faecium, E. hirae
et E. durans.

Contrairement a ’effet bactéricide produit par les bactériocines formatrice de pores Bac 31,
Bac 32 et Bac 43, le mode d’action de la bactériocine 51 est bactériostatique [97]. Cette
derniére a été identifiée chez des isolats E. faecium cliniques a une fréquence de 2%, mais elle
n’a pas été détectée chez des isolats cliniques d’E. faecalis. Ceci semble indiquer que Bac 51

est specifique aux isolats cliniques E. faecium.
111.1.2.3 Hyaluronidases, gélatinase et sérine protéase

Les facteurs sécrétés comprennent également la gélatinase, la sérine protease et le gene fsr
nécessaire a leur régulation. Ces facteurs sont généralement connus pour leur fonction a
procurer des nutriments nécessaires a la bactérie, mais parfois, ces protéases peuvent causer
des dommages aux tissus de I’hote et ainsi devenir des facteurs de virulence. lls auraient
également une fonction au niveau de la formation de biofilm [99]. Les effets potentiels chez
I’héte incluent : i) une dégradation indirecte des tissus conjonctifs par I’activation des
métalloprotéases de la matrice de 1’héte, ii) une dérégulation des mécanismes critiques de
I’héte facilitant ainsi I’invasion et la survie de la bactérie, et iii) une dérégulation des
composantes clés du systeme immunitaire de 1’hote par la dégradation des immunoglobulines
ou des composantes de la voie du complément [100]. D’autres effets ayant été decrits, sont la
dégradation de protéines spécifiques de 1’hote résultant en la production de toxines [101],
I’activation directe ou indirecte de virus [102], la transformation d’autres facteurs de virulence
bactériens [103], la médiatisation directe d’une dégradation des tissus conjonctifs de
I’h6te ou de protéines présentes dans les tissus [104] et finalement, par la démonstration de

leur réle comme facteurs de virulence lors d’expérimentations animales [105].

La geélatinase est une zinc métallo-endopeptidase extracellulaire sécrétée par E. faecalis [76].
L’enzyme gélatinase, codé par le géne gelE, est capable d’hydrolyser certaines composantes
telles que la gélatine, le collagéne, la caséine, la lactoglobuline et d’autres petits peptides
[106]. Le géne localisé sur le chromosome est régulé de facon dépendante de la densité

cellulaire. Par comparaison avec d’autres protéases, la gélatinase aurait un role dans
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I’inhibition des activités protéolytiques a I’intérieur de la cellule, mais sa fonction exacte reste
encore a déterminer. Une étude a démontré que I’enzyme permettrait de dégrader les SA mal
repliées a la surface de la bactérie en plus de réduire le titre de phéromone produit ce qui
aurait pour effet de diminuer la capacité d’induction de la conjugaison répondant aux
phéromones. De plus, la gélatinase pourrait contrdler la longueur des chaines de bactéries
formées grace a I’activation d’une autolysine. GelE serait également essentiel pour la
dégradation de fibrine polymérisé. Ainsi, ces différentes fonctions suggerent que GelE agit
afin d’augmenter la dissémination d’E. faecalis dans des environnements a haute densité
cellulaire [107]. De plus, la participation de GelE dans I’activation d’une autolysine, une
enzyme dégradant le peptidoglycan, apporterait un relichement d’ADN extracellulaire et
favoriserait la formation de biofilm [108]. Une étude de Kuhnen et al. [109] a montré
qu’approximativement 72% des isolats d’E. faecalis provenant des hopitaux étaient
producteurs de gélatinase, ce qui pourrait montrer un role de celle-ci dans les infections a
entérocoques. Plusieurs études ont démontré son implication dans la sévérité des endocardites
[110]. D’un autre coté, une absence du phénotype Gel dans 46% des souches isolées
d’endocardites a été observée, ce qui montre que I’enzyme ne semble pas non plus essentiel
dans la pathogénese de cette maladie [111]. Par contre, une étude [112] a compareé le potentiel
pathogenique de la souche résistante a la vancomycine E. faecalis V583 et trois mutants
isogeniques (mutants AgelE, AsprE et AgelE AsprE) dans un mod¢le d’infection a endocardite
chez le lapin. Le mutant AgelE a engendré une réduction de la colonisation bactérienne sur les
valves aortiques comparativement a la souche V583 ou méme le mutant AsprE. Ainsi, les
auteurs de cette étude suggerent que la gélatinase est la principale responsable de la
pathogenese dans une endocardite a entérocoques [112]. Chez E. faecium, une étude a
démontré que seulement quelques isolats semblaient posséder le géne gelE, mais apres
quelques repiquages, le gene était perdu laissant suggérer que ce dernier n’est pas conservé
chez I’espece E. faecium [111]. Par contre, une autre étude a démontré une prévalence
différente du géne chez des isolats cliniques d’E. faecium d’origine humaine. Une forme
« silencieuse » ou non-exprimée du géne gelE a également été décrite chez cette espece
bactérienne [113]. Une région suite au gene gelE a été séquencée et fut déterminée comme
étant une sérine protéase, SprE. Tous les isolats d’entérocoques possédant la gélatinase
furentégalement positifs pour la protéine SprE et vice versa [114]. Il a été démontré également
qu’une mutation au niveau du géne gelE provoquait I’arrét de production de ’ARNm sprE.

Par contre, une mutation du gene sprE affecte ’activité de la sérine protéase mais ne change
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en rien celle de la gélatinase, ce qui démontre que la sérine protéase ne semble pas jouer un
role important lors d’une infection [115]. Trois autres cadres de lecture ont été identifiés
précédant le géne gelE dans des souches d’E. faecalis et furent nommes fsr (« faecal
streptococci regulator ») [115]. Ce locus fsr comporte trois genes soient fsrA, fsrB et fsrC. Ce
dernier possede des similaritées avec le locus agr (accessory gene regulatory) des
staphylocoques [116]. Chez S. aureus le systéme de quorum-sensing agr a démontré la
capacité de sur-réguler I’expression de plusieurs protéines sécrétées, incluant des toxines et
une sérine protéase, et de sous-réguler I’expression de protéines de surface telle que la
protéine A [117]. L’expression du locus fsr est dépendante de la densité cellulaire (quorum-
sensing) et semble posséder un systéme de régulation a deux composantes [115]. La figure 5
illustre bien le fonctionnement du systeme de régulation fsr, le role de chacune des

composantes et ’expression de celles-Ci.

GBAP GBAP GBAP  GBAP
GBAP GBAP GBAP GBAP
GBAP
GBAP GRAP
Peptide C-termina
de FsrB (GBAP)
JGelaﬁnase

farl fsri8 farc

Seérine protéase

Figure 5: Mécanisme d’activation du systeme de régulation fsr et ses effets sur la synthese de la

gélatinase et de la sérine protéase [75].

Pa, promoteur du géne fsrA; Pb, promoteur des genes fsrB et fsrC; Pe, promoteur des genes
gelE et sprE; GBAP, Peptide C-terminal de FsrB.

Les genes fsr semblent jouer un rble dans la formation de biofilm, puisque des mutations

dans les génes fsrA, fsrB et fsrC chez un isolat E. faecalis a permis de démontrer une
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réduction dans la production de biofilm de 28 & 32% comparativement & la souche
controle sauvage [99].

Finalement, les espéces Enterococcus peuvent également sécréter un enzyme hydrolytique
nommé hyaluronidase. L hyaluronidase agit sur I’acide hyaluronique et est un enzyme de
dégradation associé aux dommages tissulaires. L’enzyme dépolymérise la fraction
mucopolysaccharidique des tissus conjonctifs, facilitant par le fait méme la dissémination des
entérocoques, ainsi que leurs toxines, a travers les tissus de I’hote [52]. L’hyaluronidase est
codé par le gene hyl présent sur le chromosome. Une étude a démontré que, sur 26 isolats
cliniques d’E. faecium résistants a la vancomycine, sept (27%) portaient le gene hyl,
contrairement a 14% chez les isolats fécaux [118]. De plus, une étude récente a démontré une
dissémination générale du géne de virulence hyl sur des mégaplasmides de souches
E. faecium CC17 [119]. lIs ont analyseé la presence et la localisation du gene hyl chez 255
souches E. faecium isolées de patients hospitalises a Madrid en Espagne. Ils ont constaté que
la plupart des isolats contenaient de larges plasmides (>150kb). Tous les isolats positifs pour
le gene hyl sauf un, appartenaient au sous-groupe polyclonal CC17. La présence de
méga-plasmides ayant le gene hyl chez des souches CC17 a été documentée en Europe, en

Australie, en Asie et en Afrique depuis le milieu des années 90 [119].
111.1.2.4 Production de superoxide extracellulaire

L’anion superoxide est un radical de I’oxygéne hautement réactif impliqué dans les
dommages aux cellules et aux tissus dans une variété d’infections, incluant les maladies
inflammatoires. L’anion superoxide et d’autres radicaux de l’oxygéne exercent un effet
destructeur sur une grande variété de composés biologiques tels que les lipides, les protéines
et les acides nucléiques [120]. Le superoxide est produit par les neutrophiles et autres cellules
phagocytaires. En plus d’étre produit par les cellules de 1’hote, les bactéries peuvent
¢galement produire I’anion superoxide. La production de superoxide extracellulaire a été
rapportée comme étant une caractéristique commune chez les souches d’E. faecalis. Parmi un
total de 91 isolats cliniques, 87 produisaient 1’anion superoxide extracellulaire a un niveau
détectable [121]. Les isolats associés aux bactériémies et aux endocardites produisent du
superoxide extracellulaire de facon significativement plus élevée que ceux isolés de selles
d’individus sains [121]. Dans un modéle d’infection mixte sous-cutanée, E. faecalis et
Bacteroides fragilis, la production de superoxide extracellulaire par E. faecalis a permis

d’améliorer sa survie in vivo [122].
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111.1.3 Capsule et paroi cellulaire polysaccharidique

Les composantes de la paroi cellulaire qui sont nécessaires aux interactions complexes entre
la bactérie et le systéme immunitaire de 1’hdte, sont considérées comme étant des facteurs de
virulence [123]. Il y a deux types d’antigenes polysaccharidiques : les antigénes spécifiques a
I’espéce et les antigénes variant en composition et en structure au niveau d’'une méme espece.
Ce dernier type est utilisé dans les réactions d’agglutination a des fins de sérotypage pour des
études épidémiologiques [124]. Des études ont démontré que le complément était un facteur
majeur dans 1’opsonisation d’E. faecalis et que I’utilisation d’anticorps spécifiques contribuait
a I’opsonisation de la bactérie sans la présence du complément [125]. Ces études suggerent
ainsi un rdéle d’une capsule polysaccharidique dans la résistance a la phagocytose. Des
anticorps dirigés contre cette capsule ont été utilisés et ont servi a démontrer la présence de
celle-ci chez environ un tiers des isolats d’E. faecalis et d’E. faecium [126]. De plus, dans le
but d’étudier la diversité des polysaccharides capsulaires dans une collection de souches
d’E. faecalis, Hufnagel et al. [127] ont utilisé quatre serums spécifiques envers des antigenes
polysaccharidiques qui ont été extraits de la membrane de quatre souches prototypes
d’E. faecalis, nommés CPS-A, B, C et D. lls ont été capables d’assigner, par ELISA, que
55% des 29 souches testées a un des quatre sérotypes. D’un autre coté, des études génétiques
sur la production de la capsule ne supportent pas I’idée de quatre sérotypes capsulaires chez
E. faecalis. Précédemment, il a été démontré que la production de la capsule de sérotype C
était dépendante de la présence de neuf cadres de lecture (cpsC a cpsK) [128]. Par I'utilisation
d’un nouveau systeme génétique, Thurlow et al. [129] ont démontré que sept des neuf genes
de I’opéron cps étaient essentiels a la production de la capsule, indiquant que les sérotypes A
et B ne produisaient pas de polysaccharides capsulaires puisque des fragments de
I’opéron étaient manquants. Afin de supporter cette observation, ils ont montré que les
polysaccharides capsulaires des sérotypes C et D masquaient la détection de I’acide
lipotéichoique par des anticorps d’agglutination. L’implication de la capsule dans la virulence
a également été démontrée dans une étude de cas par Bottone [130]. Des cultures d’E. faecalis
encapsulé, inoculées par voie péritonéale a des souris blanches CD1 agées de 15 semaines,
ont démontré la persistance de la bactérie jusqu’a sept jours post-inoculation. Malgré le fait
que la présence de la capsule n’ait pas causé la mortalité, cette derniere aurait retarde
I’élimination péritonéale par interférence avec la phagocytose. Finalement, une étude de
McBride et al. [131] indiquait que des isolats cliniques de sérotype C possédaient un plus

grand répertoire de cassettes de résistance aux antibiotiques et étaient plus susceptibles de
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posséder plusieurs facteurs de virulence que les autres sérotypes. Cela laisse suggérer que la
présence de la capsule est associée a une lignée pathogéne d’E. faecalis [131]. Un autre type
d’antigene a ¢été identifié, faisant partic d’un amalgame de genes impliqués dans la
biosynthése de polysaccharides, nommé epa (enterococcal polysaccharide antigen) [132]. Une
étude de caractérisation de cet antigéne a pu démontrer, en introduisant le fragment d’ADN
d’intérét dans une souche d’E. coli, qu’il y avait expression d’un produit résistant a la
protéinase K et que ce produit consistait en un hydrate de carbone. Le séquencage du géne
epa a permis de démontrer I'implication de ce gene dans la biosynthese et 1’exportation de
polysaccharides [133]. Xu et al. [133] ont suggéré, par homologie, que le produit de ce géne
consistait en un systeme de transport ABC important dans 1’exportation des polysaccharides
d’E. faecalis. Ce groupe de genes serait exprimé lors d’infections chez ’homme et permettrait

une résistance a la phagocytose.
111.1.4 Biofilm

Durant les dernieres années, plusieurs déterminants génétiques impliqués dans la formation de
biofilm ont été identifiés chez les entérocoques. La prévalence dans la formation de biofilm
varie d’un pays a I’autre. Cela semble dépendre de la souche isolée et de ses facteurs de
virulence, ainsi que I’espéce. Egalement, la formation de biofilm dépend de I’origine
d’isolement (environnement, alimentaire ou clinique, et si clinique, le type d’infections). A
Rome, en Italie, 80 % des isolats d’E. faecalis et 48 % des isolats d’E. faecium provenant de
patients infectés étaient capables de former des biofilms [134]. A Pamplona, en Espagne, 57%
d’isolats d’E. faecalis dérivés de différents isolats cliniques produisaient des biofilms [135]. A
Sardaigne, en ltalie, la production de biofilm a été détectée chez 87 % d’isolats cliniques
d’E. faecalis et chez 16 % des isolats cliniques d’E. faecium [136]. Au Royaume-Uni, parmi
109 isolats sanguins d’entérocoques, 100 % des isolats d’E. faecalis et 42 % des E. faecium
produisent des biofilms [137]. Collectivement, ces données suggérent qu’E. faecalis produient
du biofilm plus souvent qu’E. faecium et que la formation de biofilm peut étre un facteur
important dans la pathogenese des infections a entérocoques. Ainsi, moins d’études ont été

effectuées chez I’espéce E. faecium.

Une proteine spécifique, la protéine de surface Esp, a démontré la capacité de promouvoir
I’adhérence initiale des bactéries a des surfaces abiotiques [135], et d’augmenter la formation
de biofilm par les entérocoques [138]. D’autres études suggerent que le géne esp ne semble

pas nécessaire ou suffisant pour la production de biofilm chez E. faecalis et E. faecium

24



Theése Hannaoui. |

[139, 140]. D’autres facteurs de virulence ou des genes associés a la régulation de la
virulence, incluant le gene de la gélatinase (gelE), les genes fsr codant pour un systéeme
quorum-sensing a deux composantes, le géne de régulation transcriptionnelle bop [127],
I’hétérogénéité de la charge de surface [141] et le locus ebp codant pour un pilus associé aux
endocardites et a la formation de biofilm [142], ont montré leur influence dans la formation de
biofilm chez E. faecalis, et dans certains cas, chez E. faecium [99]. Un opéron récemment
décrit, conférant un phénotype de formation élevée de biofilm chez E. faecalis, est le locus
bee (« biofilm enhancer in Enterococcus ») [41]. Ce groupe de génes code pour trois
protéines ancrées a la paroi cellulaire et deux sortases putatives associés. L’analyse de
I’expression des génes a confirmé le lien transcriptionnel des génes bee-1, bee-2 et bee-3,
mais également au niveau des sortases, srt-1 et srt-2. La sequence déduite en acides aminés de
chacune des trois protéines Bee a révélé la présence de séquences signal en N-terminale, de
motifs LPXTG conserves, suivi d’une région hydrophobe en C-terminale [41]. Cette
observation semble confirmer que les trois protéines sont ancrées a la membrane via un
mécanisme sortase dépendant. Les proteéines Bee sembleraient également impliquées dans la
formation d’un pilus [143]. Le développement d’un biofilm par E. faecalis serait enclenché
par ’expression des genes du locus bee di a la formation de structures de type pilus, mais

cette hypothese reste encore a confirmer.
I11. 2 Transfert de genes de virulence et de résistance

De par leur capacité a s’échanger du mateériel génétique entre genres et especes différentes,
les entérocoques sont susceptibles d’étre vecteurs de virulence ou de résistance aux
antibiotiques [144]. Entre entérocoques, le principal mécanisme décrit est un transfert de
plasmides en réponse a une sécrétion de phéromones. Le contact nécessaire a la conjugaison
entre 2 entérocoques, le « donneur » et le « receveur », se fait par I’intermédiaire d’une
protéine appelée substance d’agrégation. Le nom donné aux phéromones provient du
plasmide dont elles induisent spécifiquement le transfert, I’exemple le mieux décrit étant celui
de la phéromone cADL1 induisant le transfert du plasmide pAD1 [145]. Les échanges de
matériel génétique avec des bactéries d’un autre genre sont moins fréquents [144]. lls
s’effectuent soit par transfert de plasmides peu spécifiques entre bactéries a gram-positif, par
exemple le plasmide pAM#1, ce transfert étant parfois favorisé par une phéromone, soit par

des transposons que I’on trouve a la fois chez des bactéries a gram-positif et négatif.
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VI. Pouvoir pathogeéne des entérocoques

Les infections communautaires a entérocoques sont essentiellement dues a Enterococcus
faecalis (80 a 90% des cas) et a Enterococcus faecium (5 a 10% des cas). Il sagit
principalement d'infections urinaires compliquées et/ou associées aux soins de pyélonéphrites,
de bactériémies et d'endocardites [146-148].

Les entéroccoques sont impliquées dans approximativement 10 % de toutes les infections
urinaires et 16 % des infections urinaires nosocomiales. Ils se placent au second rang par
ordre de fréquence dans les infections urinaires nosocomiales [149]. Les bactériuries a
entérocoques sont plus fréquentes chez les patients porteurs de malformations urinaires, ou

ayant subi des manceuvres instrumentales sur le tractus urogénital [150].

L’isolement d’un entérocoque dans les urines ou dans un prélevement pluribactérien peut
poser un probléme d’interprétation. La difficulté réside dans la différenciation entre une
simple colonisation et une réelle infection, problématique soulevée de nouveau lors des
épidémies a ERG. Ainsi, Schmitt et al., avaient montré qu’au moins un tiers des souches
isolées au laboratoire correspondait plus a une colonisation qu’une infection symptomatique
[151].

Le risque de développer une infection a entérocoques est augmenté en cas de grossesse, de
diabete ou dimmunodépression. Le plus souvent une procédure invasive a destinee
diagnostique ou thérapeutique (sondage urinaire exploration endoscopique par exemple) est
I'élément responsable de la bactériémie. Les entérocoques apparaissent au 3éme rang des
causes de bactériémies aux Etats Unis et au Canada [152] et représentent 8% des

microorganismes responsables d’endocardite [153].

Dans une cohorte internationale menée en 2008, incluant 2781 adultes ayant un diagnostic
d’endocardite infectieuse certaine, 10% des cas (8% en Amérique du Sud, 9% en Europe, et
13% en Amérique du Nord) étaient dus a des entérocoques [154]. Les bactéries qui survivent
dans le courant sanguin, se fixent sur les valves cardiaques a la faveur d'une cardiopathie
préexistante. Les entérocoques représentent environ 10% des microorganismes responsables
d'endocardites sur valves natives et 5 a 7% des microorganismes responsables d'endocardites
sur prothése valvulaire [155]. La survenue fréquente d'une insuffisance cardiaque aggrave le

pronostic des endocardites a entérocoques dont la mortalité est évaluée a 20% [155].

26



Theése Hannaoui. |

Les entérocoques peuvent étre isolés de suppurations intra-abdominales ou pelviennes par
exemple en cas de perforation digestive (péritonite appendiculaire, diverticulaire, perforation
d’origine traumatique), ou d’infections hépatobiliaires (cholécystite, abcés hépatique),
souvent en association avec les entérobactéries ou bactéries anaérobies du genre Bacteriodes
[156]. lls sont également responsables de surinfections de plaies cutanées, de cicatrices
chirurgicales ou de brilures [157]. De plus l'utilisation d'antibiotiques a large spectre,
notamment de céphalosporines ou de fluoroquinolones peu efficaces sur les entérocoques et
leur association a la vancomycine, entraine une importante pression de sélection et augmente
le risque d'apparition de souches résistantes. Les infections urinaires et les infections du site

opératoire, aprées exérése des tumeurs sont les plus fréquemment rencontrées [158].

Les infections néonatales constituent une entité pathologique bien distincte. Elles se
caractérisent par une survenue précoce d'une bactériémie accompagnée d'une detresse
respiratoire et d'une méningite [159]. Les meningites a entérocoques sont rares chez l'adulte et
sont favorisées par la fragilité du terrain. Ainsi, parmi 140 cas de méningites a entérocoque,
Pintado et al. notaient que 82 cas (59%) étaient diagnostiqués dans un contexte
neurochirurgical (aprés chirurgie neurologique, aprés traumatisme cranien, associée a du
matériel étranger, a une tumeur cérébrale), et 35% des cas survenaient chez des enfants de
moins de 10 ans (dont 32 cas avant I’dge d’un an et 18 cas avant 1 mois). Parmi les 58 cas de
méningites sans contexte neurochirurgical 27 (47%) avaient un facteur d’immunodépression

(immunosuppresseur, néoplasie, infection par le VIH, splénectomie) [160].

Les entérocoques comptent parmi les premiers microorganismes responsables d'infections
nosocomiales [158]. Les facteurs de risque d‘acquisition d'une infection a entérocoques ont été
largement analysés [161]. Ils incluent: une hospitalisation supérieure a quinze Jours,
I'administration prolongée d'antibiotiques, une maladie sévere sous-jacente et des
interventions instrumentales invasives. Le mode de contamination n'est pas toujours bien
établi, mais les contacts inter humains et la transmission par le matériel médical ou par le

personnel soignant semblent les plus probables [158].
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V. Glycopeptides et résistance des Entérocoques

Les glycopeptides, et leurs deux représentants en thérapeutique humaine, vancomycine et
teicoplanine, constituent une famille importante d’antibiotiques pour le traitement des
infections séveéres causées par les cocci a Gram positif, en particulier staphylocoques et
entérocoques. Les Pediococcus spp., les Leuconostoc spp. et certaines espéeces de
Lactobacillus spp. présentent une résistance naturelle aux glycopeptides. De méme,
Erysipelothrix rhusiopathiae est généralement considérée comme résistante naturellement a la
vancomycine et sensible a la teicoplanine. Ces différentes especes peuvent faire partie de la
flore intestinale, et devront étre prises en compte dans les techniques d’isolement des ERG.
Les mécanismes de résistance aux glycopeptides chez les Enterococcus spp. sont aujourd’hui
bien connus, méme si de nombreuses découvertes restent a venir : on dénombre au moins 6
phénotypes qui différent par le niveau de résistance, I’expression inductible ou constitutive, le
caractére mobile (transposon, plasmide) ou chromosomique...

Aprés un bref rappel sur la synthese du peptidoglycane nécessaire a la compréhension de la
résistance, ce sont ces différents éléments qui seront détaillés dans ce chapitre, ainsi que

I’épidémiologie, les facteurs de risque d’acquisition et 1’origine des ERG.

V.1 Rappels sur la synthese du peptidoglycane

V.1.1 Les différents types de paroi

La paroi constitue une structure rigide (squelette externe) qui maintient la forme de la bactérie
et la protége du milieu extérieur, notamment des variations de pression osmotique. Elle
contrle les entrées de nutriments et les sorties de déchets. C’est la cible d’action de
nombreux antibiotiques.

L’ultrastructure et la composition chimique de la paroi permettent de classer les bactéries en 4
groupes :

- Les bactéries sans paroi (Mollicutes...).

-Les bactéries ayant une paroi de composition particuliére, prenant des colorations
particuliéres (Mycobactéries, Tréponémes...).

-Les bactéries & Gram - (Figure 6A) : leur paroi est plus fine et plus complexe. A 1’extérieur
de la fine couche de peptidoglycane (2.5 nm), se trouve une membrane externe, de structure
tri-lamellaire classique, phospholipidique. Elle est composée de :

phospholipides, et d’une molécule amphiphile, le lipopolysaccharide (LPS). On compte 2 a 3

millions de molécules de LPS par bactérie, il forme 45% de la membrane externe.
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Il est constitué de 3 parties : une extrémité hydrophobe formée par le lipide A, le « core »
structure polysaccharidique, et la partie polyosidique polaire émergeant a I’extérieur de la
bactérie (spécificité antigénique O). Les molécules de LPS sont reliées entre elles par des ions
Mg2+ qui assurent la stabilité¢ de I’ensemble.

Des protéines variées sont insérées dans cette membrane ; elles ont pour la plupart des
fonctions importantes, comme les porines qui assurent le transport a travers la paroi des
nutriments et de divers composés, ou les adhésines qui assurent la fixation des bactéries sur
des supports.

L’espace sous la membrane externe dans lequel se trouve le peptidoglycane, est 1’espace
périplasmique ; dans cet espace, se trouvent, associées a la membrane cytoplasmique, les PLP
ou protéines liant les pénicillines, enzymes assurant la synthése du peptidoglycane, et les B-
lactamases. Ces bactéries ne prennent pas la coloration de Gram et apparaissent en rose
(contre-coloration a la fuchsine).

- Les bactéries a Gram + (Figure 6B) : elles possedent une paroi épaisse (20 a 80 nm),
essentiellement constituée de peptidoglycane. Elles prennent la coloration de Gram et
apparaissent en violet (coloration au violet de gentiane).

- Les bactéries a Gram — et a Gram + representent environ 90% des bactéries rencontrées en
clinique. La structure de la paroi est un élément trés important dans 1’étude du mécanisme
d’action des antibiotiques : certains agissent au niveau de la synthése du peptidoglycane,
d’autres doivent traverser la paroi pour atteindre des cibles intracellulaires, la présence de la

membrane externe représente alors un obstacle supplémentaire.

A B

Lipopolysaccharide

e
Phospholipide Fiein

Membrane externe

] L

Peptidoglycane

Membrane plasmique
Phospholipides
Protéine

Lipoproteine

Figure 6: Schéma des parois des bactéries A : a Gram -, B : a Gram +.
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V.1.2. Rappels sur la synthese du peptidoglycane

Le peptidoglycane dessine la forme générale de la bactérie, sert de site d’attachement pour des
facteurs de virulence ou des adhésines, participe aux modifications morphologiques de la
bactérie en réponse a différents facteurs de stress, et son éventuelle fragilité et instabilité
entrainent la lyse cellulaire et la mort de la bactérie. C’est une des principales cibles d’action
des antibiotiques, en particulier des glycopeptides, c’est pour cela que nous allons en détailler
les principales étapes de sa synhese (Figure 7).

Le peptidoglycane est composé de [B-N-acétylglucosamine (GIcNAc) et d’acide N-
acétylmuramique (MurNAc), chaines polysaccharidiques reliées par des liaisons
intermoléculaires a des chaines peptidiques, formant un réseau organisé de couches
superposées. La synthese du peptidoglycane est initiée par 6 enzymes nommées Mur (MurA a
MurF), qui catalysent la formation d’uridine diphosphate (UDP)-MurNAc, a partir d’un
précurseur UDP-GIcNAc (MurA et MurB). Une chaine de 5 acides aminés est ensuite
ajoutée au niveau du groupement D-lactoyl de 'UDP-MurNAc (MurC aMurF). Cette
séquence peptidique peut varier selon les espéces bactériennes, mais on retrouve toujours une
lysine en position 3 (sert a la formation des ponts interpeptidiques). Elle est inévitablement
terminée par le dipeptide DAla-DAla. Le D-Ala est obtenu a partir du L-Ala par action d’une
racémase, puis deux unités DAla sont reliées par une DAla-DAla ligase (Ddl), avant d’étre
associées au précurseur tripeptidique par MurF. Ces deux enzymes ont un role tres important
puisque c’est a ce niveau que va se jouer la résistance aux glycopeptides médiée par les génes
van.

La molécule soluble obtenue, UDP-MurNAc-pentapeptide, est associée a la membrane
cytoplasmique par I’'intermédiaire de MraY, une protéine hélicoidale transmembranaire, au
niveau d’un groupement undecaprenyl diphosphate. Cette protéine, aujourd’hui appelée
Lipide I, interagit ensuite avec MurG, une N-acétylglucosaminyl transférase, qui ajoute un
groupement soluble UDPGIcNAc. Cette réaction finalise la synthese du Lipide II, le
précurseur disaccharidique dupeptidoglycane, substrat pour les PLP. Le Lipide Il est
encore dans le compartiment cytoplasmique. A ce niveau intervient une flippase, qui, par un
mecanisme inconnu, permet le transfert au niveau de I’espace périplasmique. Une fois dans
cet espace, le précurseur pentapeptidique est pris en charge par les PLP : liaison du
disaccharide aux chaines saccharidiques du peptidoglycane néoformé par les
transglycosylases, coupure du DAla terminal par les transpeptidases ou les
D,Dcarboxypeptidases, et formation des ponts inter-peptidiques entre le DAla en position 4 /

et la L-Lys en position 3, des chaines adjacentes (Figure 7). Ainsi est obtenu le maillage
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tridimensionnel parfaitement organisé du peptidoglycane. Le transporteur lipidique est recyclé

au niveau cytoplasmique.
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Figure 7: Principales étapes de la synthése du peptidoglycane paroi bactérienne.

V.2 Les glycopeptides et les nouveaux dérivés

V.2.1 Les glycopeptides : mécanisme d’action, spectre et caractéristiques

Le premier glycopeptide, la vancomycine, a été isolé en 1956 a partir d'échantillons de sols
prélevés en Inde et en Indonésie, contenant Streptomyces orientalis (aujourd’hui Nocardia
orientalis). Les glycopeptides sont des molécules complexes, constituées d'un heptapeptide
cyclique (dont cing acides aminés sont communs a tous les glycopeptides) sur lequel viennent
se greffer des sucres : glucose et vancosamine dans le cas de la vancomycine, mannose et

glucosamine dans le cas de la teicoplanine (extraite d’Actinoplanes teicomycetus).
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Deux spécialités sont commercialisées a I’heure actuelle :
= Vancomycine (VANCOCINE®)
= Teicoplanine (TARGOCID®) : cette molécule est moins utilisée du fait,
essentiellement, de son coit plus important (a noter qu’elle n’est pas commercialisée
aux Etats Unis).
D’abord critiqués pour leur trop grande toxicité, les glycopeptides ont été tres utilisés dans les
années 1970 suite a I’émergence des Staphylococcus aureus résistants a la méticilline
(SARM), en particulier dans les unités de soins intensifs (USI) aux Etats Unis.
- Mécanisme d’action (Figures 8 et 9)
Les glycopeptides sont, au méme titre que les B-lactamines, des inhibiteurs de la synthése du
peptidoglycane, mais dans sa phase finale, au stade pariétal. La poche vient recouvrir le
dipeptide DAla-DAla situé a ’extrémité des précurseurs pentapeptidiques du peptidoglycane,
théoriguement préts a étre incorporés dans le peptidoglycane en cours d’élongation (figure 8).
Par encombrement stérique, les glycopeptides vont ainsi empécher 1’action des
glycosyltransférases et des transpeptidases, bloquant ainsi I’élongation du peptidoglycane.
Cela se traduit aussi par une accumulation de précurseurs au niveau cytoplasmique, et par un
blocage des transporteurs (en absence de recyclage, impossibilité de transféerer de nouveaux
pentapeptides au niveau de ’espace périplasmique). Les glycopeptides sont lentement
bactéricides (24-48h) mais les mécanismes a 1’origine de la bactéricidie sont inconnus a

I’heure actuelle.

- Spectre d’activité : ETROIT

Les glycopeptides sont actifs exclusivement sur les bactéries a Gram + :

[1Staphylococcus spp., y compris les souches résistantes a la méticilline (SARM),
Streptococcus spp., Enterococcus spp. La teicoplanine est inconstamment active sur les
staphylocoques a coagulase négative (SCN).

[1Bacillus anthracis, Corynebacterium spp., Listeria spp., Clostridium difficile.

Les glycopeptides sont inactifs sur les BGN (leur taille les empéchant de pénétrer par la voie

des porines), les anaérobies a Gram -, et les bactéries a multiplication intracellulaire.
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Figure 9: Structure du complexe glycopeptide / dipeptide DAla-DAla [162].

La liaison entre le glycopeptide et I’extrémité Dala-Dala du précurseur du peptidoglycane

implique 5 liaisons hydrogéne (Figure 9).

-Effets indésirables : OTOTOXICITE et NEPHROTOXICITE
La toxicité est essentiellement rénale et auditive. Elle est rare mais doit étre prévenue par une
hydratation suffisante, une surveillance rigoureuse chez le sujet agé ou anémique, une
adaptation posologique chez Iinsuffisant rénal, et la plus grande prudence en cas
d’association a d’autres produits potentiellement néphrotoxiques ou ototoxiques tels que les
aminosides.
= ototoxicité a prédominance cochléaire dose-dépendante : acouphénes, vertiges
pouvant conduire a la surdité.
= néphrotoxicité : leur administration nécessite des dosages sériques répétés ; les
concentrations sériques doivent étre comprises au pic entre 30 et 45 mg/L pour la
vancomycine et 40 a 50 mg/L pour la teicoplanine, le taux résiduel entre 10 et 15
mg/L pour les deux produits (20 a 30 mg/L dans les endocardites et les infections

0SSeuses).
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- Bilan biologique
Des ¢osinophilies et neutropénies rapidement réversibles a l’arrét du traitement, des
augmentations des transaminases et des phosphatases alcalines ont été répertoriées.
- Principales indications
= Infections séveres a SARM : bactériémies, endocardites, péritonites, médiastinites,
infections ostéoarticulaires, infections sur cathéter ou chambre implantable.
= Infections a SASM, Streptococcus spp., y compris S. pneumoniae, Enterococcus spp.
chez les patients allergiques aux B-lactamines.
= Méningites a S. pneumoniae de Sensibilit¢ Diminuée a la Pénicilline (PSDP) :

traitement de 1°¢ intention en association & une C3G.

V.2.2 Les nouveaux lipoglycopeptides : oritavancine, dalbavancine, télavancine

Des avancées significatives ont été realisees dans le domaine des antibiotiques
glycopeptidiques, en particulier ces 20 derniéres années. Cela est trés important si 1’on
considére le challenge posé par P’apparition et la dissémination de la résistance aux
glycopeptides. Les travaux menés sur d’éventuels dérivés semi-synthetiques a partir de la
vancomycine et de la teicoplanine ont révélé trois bons candidats potentiels : oritavancine,

dalbavancine et télavancine, dont nous allons conter, en quelques mots, I’histoire.

= Oritavancine

L’oritavancine (LY 333328), dérivé de la vancomycine, a été le premier candidat de la
nouvelle famille, « les glycopeptides de 2°™ génération ou lipoglycopeptides » (structure
chimique présentée Figure 10).

Le spectre antibactérien, tout comme celui de la vancomycine, est centré sur les cocci a Gram
positif, avec cependant une activité étendue aux entérocoques porteurs des géenes vanA, aux
VRSA, aux staphylocoques et a S. pneumoniae (Tableau 2). Alors que les glycopeptides ont
une activité bactériostatique sur les entérocoques, 1’oritavancine est bactéricide, avec une
demi-vie prolongée (18h) [163] Diverses études cliniques de phase Il et 11l ont montré une
non infériorité de Ioritavancine, par comparaison a [’association vancomycine plus

cephalexine, tout en permettant une réduction de la durée de traitement [164].

35



Theése Hannaoui. |

= Dalbavancine
Ce dérivé de la teicoplanine est le plus avancé en termes d’études cliniques. Le squelette de la
teicoplanine a été modifié par ajout d’un groupement amide au niveau C terminal et par
modification du groupement acylglucosamine hydrophobe (Figure 10). Son spectre d’activité
est plus restreint que celui de 1’oritavancine, avec par exemple une absence d’activité sur les
ERG vanA, mais améliore I’activité sur les SCN et S. pneumoniae, par comparaison a la
teicoplanine (Tableau 2) [163]. Cependant, les ratios CMB/CMI sont supérieurs a ceux des
glycopeptides (activité bactériostatique), et la forte liaison aux protéines plasmatiques (>98%)
laisse suggérer une activité inférieure in vivo, aux glycopeptides [163]. Les études cliniques
ont montré une supériorité & la vancomycine chez S. aureus, et une non-infériorité au
linézolide, avec une demi-vie prolongée autorisant uniquement deux administrations par

semaine [165].

= Telavancine
Les objectifs de la recherche sur la telavancine étaient (i) d’augmenter I’activité bactéricide de
la vancomycine, (ii) restaurer 1’activité sur les souches porteuses de geénes van, et (iii)
améliorer les parametres pharmacocinétiques/pharmacodynamiques en autorisant une
administration par jour. Pour cela, un groupement decyl-aminopropyl a été ajouté au niveau
du dérivé vancosamine, et un substituant hydrophile méthylamino-phosphonate a été introduit
en position résorcinol (Figure 10). La solubilité a été améliorée et la formulation facilitée par
utilisation de hydroxyl-propyl-B-Dcyclodextrine comme excipient dans les préparations
parentérales [163]. La telavancine a une activité bactéricide, temps et concentration
dépendante (y compris sur les ERG vanA et les VRSA, Tableau 2), avec un effet post-
antibiotique prolongé [166]. Des études cliniques de phase 11 et 111 sont actuellement en cours,
et ont montré une équivalence de la telavancine aux traitements standards dans les infections

de la peau et des tissus mous [167].
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Tableau 2: Comparaison des activités antibactériennes (CMI) des lipoglycopeptides synthétiques avec

la vancomycine [163].

Oritavancin Dalbavancin Telvancin ~ Vancomycin

MRSA MIC range 0.12-4 0.06-1 <0.06-2 0.5-4
MSAA MIC range 0.12-2 0.06-0.5 0.12-2 0.25-2
MR-CoNS MIC range 0.25-4 0.06-1 0.12-2 1-4
MS-CoNS MIC range 0.25-1 <0.03-0.25 0.12-2 0.12-1
Streptococcus pneumoniae MICrange  <0.002-0.06 0.008-0.12 0.004-0.03 0.25-2
Beta-hemolytic streptococci MIC range 0.016-0.12 <0.03-0.12 0.03-0.12 0.5
Entetococcus spp, vancomycin-susceptible ~ MIC range 0.06-0.25 <0.03-1 0.06-1 0.25-4
Entetococcus spp, VanB MIC range 0.12-2 0.02-2 0.12-2 8-128
Entetococcus spp, VanA MIC range 1-4 0.5->128 0.12-8 >128
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Figure 10: Structure chimique des glycopeptides, et des nouveaux lipoglycopeptides [163].
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Afin de comprendre le mécanisme d’action des glycopeptides de 2éme génération, de
nombreuses équipes ont montré que ces nouveaux dérivés agissent (i) par liaison directe et
inhibition des transglycosylases, (ii) par inhibition de la synthése des lipides, et (iii) par action
directe sur la membrane cytoplasmique (désorganisation et fuite des constituants) [168]. Les
analogues lipoglycopeptidiques ne nécessitent donc pas la fixation sur le peptidoglycane, au
niveau des précurseurs pentapeptidiques néoformés [169].

V.3 Entérocoques et antibiotiques :

Des bactéries naturellement résistantes, les entérocoques occupent aujourd’hui une place
importante en pathologie et posent bien souvent un probléme thérapeutique du fait de leur
résistance naturelle a la plupart des antibiotiques : céphalosporines, monobactames,
lincosamides pour E. faecalis, résistance de bas niveau aux aminosides (avec conservation de
la synergie avec les P-lactamines), acide fusidique, fosfomycine. Ils sont par ailleurs
« tolérants » aux peénicillines (rapport CMB/CMI > 32), en raison d’une faible affinité de leurs
PLPs (en particulier la PLP5). A cela s’ajoute une résistance fréquente a ’ampicilline (pour
E. faecium en particulier, avec conservation de l’activité de I’imipénéme), du fait d’une
hyperproduction ou d’une altération de la PLP5, ainsi qu’une résistance acquise a haut niveau
aux aminosides, aux fluoroquinolones, aux tétracyclines, aux macrolides-lincosamides-
synergistines-kétolides... La synergie bactéricide entre les f-lactamines ou les glycopeptides,
et les aminosides, est indispensable au traitement d’infections sévéres telles que les
endocardites et les méningites [170]. Cette synergie s’explique par le fait que la pénicilline se
fixe sur les PLP, ce qui induit une déstructuration de la paroi et permet I’accumulation
intracytoplasmique de I’aminoside.

Jusqu’a la fin des années 1980, la vancomycine était le seul antibiotique a notre disposition
pour faire face aux infections dues a des entérocoques multirésistants. L’émergence de
souches résistantes aux glycopeptides a fait naitre 1’inquiétude d’une impasse thérapeutique.
Peu de molécules restent alors disponibles : quinupristine-dalfopristine (nécessitant une voie
veineuse centrale pour cause de veinotoxicité) et linézolide (antibiotique hématotoxique,
pouvant entrainer des neuropathies périphériques au dela de 21 j de traitement, avec risque de
cécité irréversible). Cependant, la quinupristine-dalfopristine est presque toujours inactive sur
E. faecalis du fait de la résistance intrinséque de cette espece a la dalfopristine (efflux). Et les
premieres souches d’Enterococcus faecium vanA résistantes au linézolide ont été décrite
[171].
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V.4 Epidémiologie de la résistance

Les infections a entérocoques sont difficiles a traiter, non seulement du fait de la
multiplication des résistances, mais aussi du fait que ce sont des bactéries « tenaces », avec
une grande capacité de dissémination entre patients au sein d’un service hospitalier. Les
glycopeptides ont été commercialisés dans les années 50. D’abord réservés comme traitement
de deuxieme intention du fait de leur néphrotoxicité et de leur ototoxicité non négligeables,
leur usage a connu un regain d’intérét avec I’apparition des SARM. Le premier isolat clinique
d’Enterococcus spp. résistant a la vancomycine a été décrit en France en 1988 [172], puis
rapidement en Angleterre [173] et aux Etats Unis [174]. Deux phénoménes rendent compte de
la dissémination de cette résistance : des épidémies de souches clonales d’ERG dans les
hdpitaux et le transfert horizontal de plasmides entre souches d’E. faecium, et d’E. faecium a
d’autres espéces d’entérocoques, dont E. faecalis. L’apparition de cette résistance est
relativement tardive si I’on considére le délai depuis la mise sur le marché des glycopeptides,
c’est-a-dire presque 40 ans. Ce délai peut étre comparé a celui, beaucoup plus court,
d’apparition de la résistance a la pénicilline G chez les staphylocoques (commercialisation en
1941, prmieres résistances en 1944), ou méme de la résistance a la méticilline (mise sur le
marché en 1959, premiéres résistances en 1961). Depuis ces premieres descriptions, leur
prévalence connait une augmentation considerable.

Les données épidémiologiques recueillies ces 20 derniéres années ont montré 1’émergence
d’entérocoques, en particulier E. faecium, comme pathogénes responsables d’infections
nosocomiales, qui semblent étre due a ’expansion d’un complexe clonal (CC-17) [175, 176] .
La structure de la population d’E. faecium a été élucidée par MultiLocus Sequence Typing
(MLST) et a révélé I’existence de ce clone, associé a la majorité des épidémies hospitaliéres
et des infections cliniques sur les cing continents. La répartition des E. faecium dans différents

complexes clonaux est présentée (Figure 11).
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Figure 11: Répartition en clones de 855 souches d’E. faecium sur la base des profils alléliques
obtenus par MultiLocus Sequence Typing ; selon I'algorithme eBURST [175].

Le clone CC-17 regroupe I’ensemble des souches isolées d’infections cliniques et d’épidémies
hospitaliéres, ainsi que d’autres souches retrouvées soit chez les animaux (volailles, bétail,
cochons, animaux domestiques), soit chez ’Homme lors de cas sporadiques.

Ce complexe clonal CC-17 est corrélé a la résistance a I’ampicilline et aux fluoroquinolones,
ainsi qu’a la présence d’un ilot de pathogénicité, portant les génes esp et hly (deux génes de
virulence codant respectivement une « enterococcal surface protein » et une hyaluronidase)
[177]. Les études préliminaires par MLST suggérent I’existence de complexes clonaux
hospitaliers similaires chez E. faecalis [175]. Ces données suggerent que I’adaptation de CC-
17 au milieu hospitalier s’est effectuée par étapes, impliquant I’acquisition séquentielle
(transfert horizontal de genes, recombinaisons, mutations) de mécanismes procurant a ce
complexe clonal un avantage sélectif certain. Cela a résulté en une population d’entérocoques
particulierement bien adaptés a la survie et a la dissémination dans les hépitaux. Dans une
étude, Werner et al. ont réalisé I’étude épidémiologique de souches d’ERG isolées dans divers
hdopitaux allemands. Ils ont ainsi montré que (i) toutes les souches appartiennent au CC-17 ;
(il) expriment une résistance a I’ampicilline, a la vancomycine, & la ciprofloxacine ; (iii)
seules 4 souches ne possedent aucun marqueur de virulence (ni esp, ni hly) ; et (iv) possédent
un cluster vanA variable [178]. Une étude similaire par Borgmann et al. a montré des

différences entre les souches nosocomiales et communautaires. Toutes les souches d’ERG
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responsables d’infections nosocomiales font partie du complexe clonal CC-17, avec une
résistance a I’ampicilline ; les souches communautaires font partie d’autres clones, et sont

généralement porteuses du géne esp [179].

= Dans le monde

Selon le rapport du National Healthcare Safety Network (NHSN) en 2007, 30% des
entérocoques isolés dans les USI aux Etats Unis sont des ERV [180]. Dans ces unités, la
proportion de souches d’ERG est passée de moins de 1% en 1989 a 28% en 2003 (Figure 12).
Les rapports les plus récents concernant les Etats Unis sont particulierement alarmants
puisque certains auteurs font état de plus de 70% de ERG parmi les entérocoques isolés
d’hémocultures, dans certains services hospitaliers des épidémies hospitaliéres ont aussi été
signalées en Asie [181] et en Australie. Mais par comparaison aux Etats Unis et a I’Europe ou
VanA est le mécanisme de résistance prédominant, la résistance de type VanB prédomine en
Australie et a Singapour [182]. Quant a I’Amerique latine, les ERG sont responsables de 1 a
5% des septicémies [183].
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Figure 12: Proportion de résistance a la vancomycine chez les entérocoques aux Etats Unis de 1989 a

2003 [184].
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» En Europe

La situation est bien moins alarmante quant a I’état des lieux en Europe : 0.9% des souches
d’E. faecalis et 9% des souches d’E. faecium isolées d’infections nosocomiales sont des ERG
[185]. Dans la plupart des pays, la fréquence de la résistance a la vancomycine est < 1%,
exception faite de la Gréce (37%), de I'Irlande (31%), ou d’Israél (46%) (Figure 13, A).
Durant les 4 derniéres années, certains pays ont connu une augmentation significative de la
résistance aux glycopeptides, cette augmentation correspondant généralement a des épidémies
hospitaliéres. De telles notifications ont par exemple été réalisées en Grande Bretagne [186],
en Italie [187] ou en France [184].

Concernant la résistance de haut niveau aux aminosides, la fréquence est trés variable selon
les pays européens : d’une absence en Islande a 54% en Gréce. La majorité des pays se
situent entre 25 et 50%, a I’exception de la France (15%), de la Suéde (19%) et de la Bulgarie
(24%) (Figure 13, B) [185].
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Figure 13: Enterococcus faecium : fréquence de la résistance a la vancomycine (A) et de la

résistancede haut niveau aux aminosides (B) en Europe en 2005 [185].
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= En France
En France, la situation est restée stable jusqu’en 2004 (prévalence estimée a moins de 2%),
bien que de petites épidémies aient été signalées. Paradoxalement, des études datant de la fin
des années 1990 avaient montré, en milieu extra-hospitalier, qu’un pourcentage non
négligeable de personnes saines héberge des ERG dans les selles, jusqu’a 9% dans une
population de sujets jeunes et en bonne santé [188].
Entre 2001 et 2006, 111 signalements ont été effectués par 63 établissements différents,
regroupant 763 cas au total (24 cas d’infections groupés) : 20% d’infections et 80% de
colonisations (Figure 14).
Trois centres hospitaliers ont fait 1’objet d’épidémies d’ampleur inhabituelle (Nancy,
Clermont Ferrand et divers hopitaux de 1’ Assistance Publique des Hopitaux de Paris, APHP).
Parmi ces signalements, 80% étaient des E. faecium, 15% des E. faecalis, et 5% des
Enterococcus spp.

* Epidémies d'ampleur inhabituelle InVS CTINILS

Signalements (M)

Mois (AA-MIM)

Figure 14: Nombre de signalements d’isolement des entérocoques résistants aux glycopeptides en

France, entre 2001 et 2006 (données de I'Institut de veille sanitaire au 11/01/2007).
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Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, 17 clones différents ont pu étre identifiés,
avec généralement un clone prédominant par établissement de soins, ou par région (Figurel5).
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Figure 15: Répartition des différents clones d’entérocoques résistants aux glycopeptides, en France,

2005-2006.
De fagon surprenante la majorité des ERG sont des E. faecium. Les données du SENTRY
Program en 2003, ont montré que parmi les souches résistances aux glycopeptides, 91%
étaient des E. faecium, et 7.8% des E. faecalis [189]. Aux Etats Unis, il a été montré que la
résistance a la vancomycine et a la teicoplanine est plus fréquente chez les souches
d’E. faecium que chez les souches d’E. faecalis isolées de bactériémies nosocomiales entre
1995 et 1997. La prévalence des E. faecium résistants a la vancomycine a augmenté de 26.2%
en 1995 a 39.2% en 1996, pour atteindre 48.8% en 1997. Pour E. faecalis, cette prévalence est
restée minime, avec des valeurs respectivement de 1.9%, 1.3% et 1.4% pour les mémes
années [190]. Aucune explication n’a été trouvée a ce jour pouvant expliquer la prévalence

plus importante des genes de résistance chez E. faecium.

V.5 Mécanismes de la résistance chez les entérocoques

V.5.1 Génes van chez les entérocoques

Les glycopeptides n’interagissent pas avec les enzymes de la biosyntheése de la paroi mais
forment des complexes avec les précurseurs du peptidoglycane et empéchent leur
incorporation dans la paroi. L’activité des glycopeptides n’est donc pas déterminée par leur

affinité pour des enzymes cibles mais par la spécificité de substrat des enzymes qui détermine
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la structure des précurseurs du peptidoglycane. La résistance aux glycopeptides est due a la
présence d’opérons ou de clusters degénes qui codent pour :

(i) la synthése de précurseurs de faible affinité dans lesquels le DAIa terminal est remplacé
par un DLac ou une DSer ;

(i) I’élimination des précurseurs de haute affinité normalement synthétisés par la bactérie

[191].

e Support génétique de la résistance
Cette résistance aux glycopeptides existe de facon naturelle chez certaines espéces
d’entérocoques. Ainsi, la résistance naturelle de type VanC est présente chez les especes
E. gallinarum [192], E. casseliflavus et E. flavescens [193], qui sont naturellement résistantes
a des faibles concentrations de vancomycine, mais sont sensibles a la teicoplanine. Trois

genes sont requis pour ’expression de la résistance VanC :

- une racemase VanT : possede des activités sérine et alanine racemase, et son domaine

transmembranaire est responsable de la capture de LSer dans le milieu extérieur.

- une ligase VanC : catalyse la formation du dipeptide DAla-DSer qui remplace le DAIla

DAla dans les précurseurs du peptidoglycane.

- une protéine VanXYC, qui possede a la fois les activités D,D-dipeptidase et
D,Dcarboxypeptidase. Elle est responsable de I’hydrolyse des résidus DAla terminaux.
Cependant, cette enzyme est incapable d’agir au niveau des précurseurs pentapeptidiques ; sa

séquence est plus proche de VanY que de VanX.

La substitution du DAla terminal par une DSer n’altére pas les liaisons hydrogéne mais le
remplacement du groupement méthyl par un hydroxymethyl résulte en un encombrement
stérique important, qui entraine une affinité réduite pour la vancomycine (Figure 16A) [191].
Trois clusters de genes vanC ont été décrits : vanCl chez E. gallinarum, vanC2 chez
E. casseliflavus et vanC3 chez E. flavescens. Les génes vanC2 et vanC3 présentent 97 a 100%

d’identité, il est donc tres difficile de distinguer les deux espéces porteuses de ces génes.
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Vancomycin oH Vancomycin OH

R-p-Ala-p-Lac R-p-Ala-n-Ser
A B
Figure 16: Interaction entre la vancomycine et les précurseurs du peptidoglycane chez les bactéries
sensibles aux glycopeptides.
(A) DAla-DLac du peptidoglycane (substitution d’un groupement NH par un oxygene, prévenant la
formation de la liaison hydrogéne centrale).
(B) (B) DAIla-DSer (substitution du groupement CH3 par CH20H, induisant un encombrement

stérique) [170].

La structure des opérons responsables de la résistance acquise est tres semblable a celle de
I’opéron vanC. La résistance acquise de type VanA a été la premiere décrite et elle est médiée
par le transposon Tn1546 [194]. Elle est caractérisée par une résistance a haut niveau a la

vancomycine et a la teicoplanine. L’opéron vanA code pour :

e |. des enzymes permettant la synthése de précurseurs de faible affinité :
1. une deshydrogénase VanH : réduit le pyruvate en D-Lac (Figure 17).

2. une ligase VanA : catalyse la formation d’une liaison ester entre DAla et DLac (Figure 17).

Le depsipeptide DAla-DLac remplace ainsi le dipeptide DAla-DAIla dans la voie de synthese
du peptidoglycane. Cette substitution élimine une liaison hydrogene essentielle pour la
fixation des glycopeptides et réduit considérablement leur affinité pour la cible (Figure 16B).
Les PLP tolerent la substitution de DAla en DLac. Cependant, les transpeptidases

responsables de I’assemblage final du peptidoglycane semblent avoir une cinétique d’activité

46



Theése Hannaoui. |

différente sur les précurseurs DAla ou DLac, ce qui peut modifier la densité des ponts
interpeptidiques [170]. Cela peut aussi avoir une autre incidence. Ainsi, des auteurs ont
montré que I’induction de la résistance aux glycopeptides est associée a une augmentation de

la sensibilité aux B-Lactamines chez certaines souches d’entérocoques [195].

e Il une enzyme permettant I’élimination des précurseurs de haute affinité :
3. une dipeptidase VanX : hydrolyse le dipeptide DAla-DAla synthétisé par la ligase Ddl de
la bactérie (Figure 17). En effet, la coproduction de précurseurs se terminant par DAla-DAla
ne permet pas 1’expression de la résistance aux glycopeptides. Dans ces conditions, la liaison
des glycopeptides aux précurseurs pentapeptidiques normaux séquestre les transporteurs
lipidiques au niveau de la face externe de la membrane cytoplasmique, ce qui prévient la
translocation d’autres précurseurs, y compris ceux se terminant par DAla-DLac [170].
L’interaction des glycopeptides avec leur cible DAla-DAla est ainsi prévenue par
I’élimination des précurseurs pentapeptidiques terminés par DAIla, a la fois par I’action de

VanX et de VanY, une enzyme accessoire [191] (Figure 18).
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Figure 17: Représentation schématique de la synthese des précurseurs pentadepsipeptidiques chez

une souche d’Enterococcus faecium vanA et les niveaux d’action de VanA et VanH.
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e [II. Ainsi que des enzymes accessoires, non essentielles a I’expression de la

résistance, mais augmentant le niveau de résistance a la vancomycine et a la

teicoplanine, respectivement :

- uneD,D-carboxypeptidase VanY

. enléve le DAla C terminal des précurseurs lorsque

I’élimination du DAla-DAla par VanX est incompléte. Cette carboxypeptidase Zn2+

dépendante est insensible a I’action des pénicillines.

- VanZ, protéine de fonction inconnue,

conférant par sa seule expression une résistance a la

teicoplanine, par un mécanisme demeurant encore inconnu [196].
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Une étude menée au Portugal a montré la diversité importante du transposon Tn1546, reflet
d’une épidémiologie complexe, associant a la fois une dissémination clonale et la
dissémination du plasmide porteur de ce transposon au sein de différentes souches.
L’hétérogénéité apparente de ce transposon chez les entérocoques isolés chez I’Homme, chez
I’animal et dans I’environnement est le reflet de nombreux échanges génétiques et de
I’évolution paralléle d’élements génétiques a haute capacité de dissémination [197].

La structure comparée des différents types d’ilots de résistance (vanC, vanA, vanB, vanD) est

Présentee dans la figure 19.

resistance regulation
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peptidase
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regulator sensor D,D-carboxy-  dehydrogenase ligase  D,D-dipeptidase
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Figure 19: Résistances de type VanC, VanA, VanB et VanD chez les entérocoques.
L’organisation des différents types d’opéron, les fleches indiquent les genes et la direction de la

transcription. PR : Promoteur des génes de régulation ; PH : Promoteur des genes de résistance [191].

La résistance acquise de type VanD est due a la production constitutive de précurseurs du
peptidoglycane terminés par DAla-DLac. La ligase Ddl est inactive. Ainsi, les souches
porteuses des genes vanD ne pourraient se développer qu’en présence de vancomycine, la
synthese du peptidoglycane dépendant exclusivement de cette voie inductible. Ce n’est
cependant pas le cas puisque le cluster vanD est exprimé de facon constitutive, par le jeu de

mutations au niveau du sensor VanSD et du régulateur VanRD [191].
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e Régulation de la résistance aux glycopeptides
L’expression de la résistance VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, et VanG est régulée par un
systeme a deux composantes VanS/VanR, un systéme de transduction du signal. Pour les
opérons vanA, vanB,vanD et vanG, les genes codant ce double systéme sont situés en amont
des génes de résistance, alors que pour vanC et vank, ils sont situés en aval [170]. Nous
prendrons I’exemple de la résistance VanA pour expliquer le fonctionnement de ce systeme
de régulation.
*Van A
La régulation est assurée par un systeme de régulation a deux composantes, VanS/VanR, qui
module la transcription du cluster de genes de résistance :
- Vans : histidine kinase de classe | qui posséde des boites conservées H, N, G1, F, G2. VanS
comprend : (i) un domaine N-terminal avec deux segments transmembranaires, récepteur pour
les glycopeptides, et (ii) un domaine C-terminal cytoplasmique avec une activité kinase. Cette
proteine transmembranaire possede différentes activités : auto-phosphorylation, phosphatase
et phosphotransférase.VanR : activateur de la transcription, situé au niveau cytoplasmique.
Ce systeme fonctionne de la facon suivante (Figures 20 et 21) :

1 En présence de glycopeptides :

- le domaine cytoplasmique VanS catalyse une auto-phosphorylation ATP-dépendante, au
niveau d’un résidu spécifique histidine.

- ce groupement phosphate est ensuite transféré au niveau d’un résidu aspartate de VanR.

- VanR ainsi activé par phosphorylation, active a son tour le promoteur PR. Cela entraine la
transcription des genes de régulation puis 1’activation du promoteur PH et la transcription des
genes de résistance.

La vancomycine et la teicoplanine sont inducteurs de VanS.
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Signal = Présence de glycopeptides
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Transcription des génes de régulation
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Figure 20: Systéme de régulation a deux composantes VanR/S chez les entérocoques résistants aux
glycopeptides [191].
Asp : asparate ; His : histidine ; P :phosphate
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Figure 21: Régulation positive et négative de la phosphorylation de I'activateur de transcription

VanR, par le récepteur VanS chez les entérocoques résistants aux glycopeptides [191].
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Les fléches représentent ’opéron vanB et indiquent la direction de transcription. Les génes de
régulation et de résistance sont co-transcrits, respectivement apres activation des promoteurs
PRB et PYB. ADP : adénosine diphosphate.

2 En absence de glycopeptides :

C’est l’activité phosphatase de VanS qui est stimulée, entrainant une déphosphorylation de
VanR, et ainsi une régulation négative des promoteurs PR/PH. VanS module ainsi le niveau
de phosphorylation de VanR grace a ses activités kinase/phosphatase, régulant la transcription
du cluster de génes de résistance.

* VanB

L’organisation et les fonctions du cluster vanB sont similaires a celles de vanA mais different
dans sa régulation, puisque seule la vancomycine est inductrice de ce cluster. Des mutations
ou des délétions au niveau de vanSB peuvent conduire a une résistance non plus inductible,

mais constitutive [198].

e Origine des genes de résistance

Le transposon Tnl546 portant I’opéron vanA est hautement conserve, quelle que soit la
souche considérée, et son origine géographique. Cela suggere une origine commune et une
diversification aprés transfert. Le % en GC est de 43% pour ’opéron vanA, et de 48% pour
I’opéron vanB, ce qui est supérieur au % de GC retrouvé dans le génome d’E. faecium (39%)
ou d’E. faecalis (38%). Il est donc évident que la résistance aux glycopeptides a une origine
extra-chromosomique et que les clusters sont probablement composes de génes issus de
sources diverses [170]. Lorsque 1’on analyse les ligases type DAla-DAla retrouvées chez des
especes naturellement résistantes aux glycopeptides telles que les Lactobacillus spp., on
constate qu’elles sont assez éloignées de celles retrouvées chez les Enterococcus spp.

Une autre source possible est celle représentée par les especes sécrétrices de glycopeptides
chez lesquelles on a identifié des genes homologues a vanA, vanH et vanX : Amycolatopsis
orientalis, ou Streptomyces toyocaensis (chez laquelle on a aussi retrouvé des genes
vanR/vanS mais ¢loignés d’une vingtaine de kilobases des génes de résistance). Cependant, le
% en GC est d’environ 60%, ce qui est bien supérieur a ce qui est observé pour les séquences
vanA/H/X. Cela conduirait a penser que l’acquisition des génes de résistance par les

entérocoques n’est pas un événement récent. Cependant, aucune espece productrice de
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glycopeptides ne synthétise des précurseurs DAla-DSer, I'origine des opérons vanC/E/G
serait donc autre que celle des opérons vanA/B/D.

Des phénotypes VanB ont eté identifiés chez certaines souches de Clostridium spp. et des
phénotypes VanD ou VanG-like chez d’autres bactéries anaérobies de la flore digestive
(Ruminococcus spp.,) [199]. Des phénotypes VanA ont été retrouvés chez des souches de
Paenibacillus spp., isolées du sol [200]. Ces especes joueraient-elles un réle de réservoir de
geénes de résistance ?

La question de I’origine des genes de résistance reste entiere. ..

e Pheénotypes de résistance

Six types de résistance ont eté individualisés sur des criteéres phénotypiques et génotypiques.
Cing résultent d’une résistance acquise (VanA, B, D, E, G) et un (VanC) est une propriété
intrinseque de certaines especes telles que E. gallinarum, E. casseliflavus et E. flavescens. La
classification de la résistance aux glycopeptides est maintenant fondée sur la séquence
primaire des genes de structure des ligases plutét que sur les niveaux de résistance aux
glycopeptides, dans la mesure ou les CMI de la vancomycine et de la teicoplanine des divers
types se chevauchent.

Le tableau 3 regroupe les différents types de résistance aux glycopeptides, médiée par les
genes van, identifies actuellement, avec leurs caractéristiques génétiques (transposon,
localisation des génes), leur type d’expression (inductible ou constitutif), les especes chez
lesquelles ces résistances sont rencontrees [170]. Alors que les 6 types de résistance décrits
impligquent tous des enzymes aux fonctions similaires, ils peuvent étre distingues par la
localisation des genes (chromosomique ou plasmidique), et par le mode de régulation de
I’expression de ces génes. L’impact sur la thérapeutique des divers types de résistance aux
glycopeptides est double : diminution de I’activité bactéricide de ces antibiotiques et sélection
de mutants plus résistants sous traitement.

- Type VanA : C’est le type de résistance aux glycopeptides le plus fréquent, et le seul a avoir
été décrit chez S. aureus. La vancomycine et la teicoplanine sont inactives, et la synergie avec
la gentamicine est abolie. L’opéron vanA est porté par un transposon, Tn1546, détecté au
départ sur le plasmide pIP816 chez la souche E. faecium BM4147, proche des transposons de
la famille Tn3 [194].
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- Type VanB : cette résistance entraine une diminution de ’activité de la vancomycine ainsi
qu’une perte de la synergie avec la gentamicine et la streptomycine. La teicoplanine seule,
conserve son activité, mais, en monothérapie, sélectionne des mutants plus résistants aux deux
glycopeptides. L’organisation et les fonctions de I"opéron vanB sont similaires a celles de
I’opéron vanA, mais différe au niveau de la régulation, puisque seule la vancomycine est
inductrice.

- Type VanC : les entérocoques appartenant aux espéces E. gallinarum (vanC1l),
E. casseliflavus (vanC2) et E. flavescens (vanC3) expriment une résistance intrinseque a la
vancomycine, constitutive ou inductible, tout en conservant une sensibilité a la teicoplanine.
L’opéron vanC est chromosomique, non transférable. Cette résistance n’a de conséquence sur
I’activité des glycopeptides que lorsqu’ils sont utilisés a doses sub-optimales.

- Type VanD : lorganisation de 1’opéron vanD, localisé exclusivement au niveau
chromosomique chez les souches actuellement décrites, est similaire a celle des opérons vanA
et vanB. Cette résistance constitutive n’est pas transférable par conjugaison a d’autres
entérocoques [201]. Cette résistance supprime I’activit¢é de la vancomycine et de la
teicoplanine in vivo alors que la bactérie apparait sensible in vitro, et les deux antibiotiques
sélectionnent des mutants hautement résistants aux glycopeptides. Cela peut s’expliquer par
une activité D,D-dipeptidase négligeable. Ainsi, ’enzyme VanXD est présente mais la
bactérie est incapable d’éliminer efficacement les précurseurs DAla-DAla du peptidoglycane,
entrainant un phénotype apparemment sensible aux glycopeptides [201]. Cependant, chez de
nombreuses souches porteuses de 1’opéron vanD, la voie normale de synthése des
pentapeptides ne fonctionne pas, cela a cause d’une Ddl ligase rendue inactive par différentes
mutations du géne chromosomique ddl. En conséquence, les bactéries ne peuvent croitre
qu’en présence de vancomycine, et I’activité de VanXD n’est pas indispensable. Une autre
particularité¢ du phénotype VanD est la D,D-carboxypeptidase VanYD qui appartient a la
famille des PLP a site catalytique sérine, sensibles aux benzylpénicillines. C’est en cela
qu’elle se distingue de VanY ou de VanYB, qui sont des carboxypeptidases Zn2+
dépendantes, insensibles a I’action des pénicillines [170]. Les souches vanD+ sont donc un
formidable exemple d’association de génes intrinséques et acquis afin d’obtenir un haut

niveau de résistance aux antibiotiques.
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- Type VanE : le phénotype VanE correspond a une résistance a bas niveau a la
vancomycine, et une sensibilité a la teicoplanine, due a une synthése inductible de précurseurs
du peptidoglycane terminé par DAla-DSer. L’organisation de I’opéron vank est tres proche de
celle de I’opéron vanC : on retrouve les genes codant une ligase VanE, une
dipeptidase/carboxypeptidase VanXYE et une racémase VanTE. [202].

- Type VanG : la résistance de type VanG présente le méme phénotype que VanE, et des

souches vanG ont déja été décrites responsables d’infections nosocomiales [203].

e Cas particulier de la dépendance a la vancomycine
Un phénomene intriguant, ayant une certaine importance clinique, s’est développé chez
certaines souches VanA ou VanB, il s’agit de la dépendance a la vancomycine. Ces isolats ne
sont pas simplement résistants aux glycopeptides, mais la présence de ces antibiotiques est
nécessaire a leur croissance. Ils ont été isolés in vitro, sur des modeles animaux, mais aussi
chez des patients traites par la vancomycine au long cours. La présence de vancomycine
induit la synthése de précurseurs pentadepsipeptidiques DAla-DLac, ce qui permet de pallier
I’absence de précurseurs DAla-DAla liée a un déficit fonctionnel de la ligase Ddl. Ces
souches nécessitant des conditions particulieres de développement, elles sont probablement
sous-estimees, car elles ne sont pas detectées par les techniques de routine de laboratoire. Une
réversion de la dépendance a la vancomycine a déja été observée, liee a des mutations

ponctuelles au niveau du sensor VanS ou au niveau du gene codant la ligase DdI [191].

Tableau 3: Caractéristiques des résistances aux glycopeptides chez les entérocoques [191].

Résistance Acquise Intrinséque
Niveau Haut Variable Modérée Bas Bas
Type VanA VanB VanD VanG VanE Van C1 Van C2/C3
Transfert par Conjugaison + + - + - - -
Tolids
Transposon Tonli46 Tonis4e
Tnj382
Localisaton des génes de résistance Plazmide Plasmide Chromosome Chromosome Chromosome Chromosome Chromosome
Inductible Constitutive Constitutive
Expression Inductible Inductible Constitutive Inductible
Constitutive Inductible Inductible
CMI (mg/L) Vancomycine 64-1000 4-1000 64-128 16 8-32 2-32 2-32
CMI (mg/L) Teicoplanine 16-512 0.3-1 4-64 0.3 0.5 0.5-1 0.3-1
E_ faecium
E. faecalis
E. gallinarum
E. casseliflavus E. faecium E. fascium E. casseliflavus
Espéces bactériennes E faecalis E. faecalis E. gallinarum
E. avium E. faecalis E. faecalis E. flavescens
E. durans
E. mundii
E_ raffinosus
Précurseurs terminés par DAla - DLac
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V.5.2 Génes van chez les staphylocoques : I'inquiétude

Les génes van ont aussi été retrouvés chez des souches de S. aureus de haut niveau de
résistance aux glycopeptides, appelées VRSA (Vancomycin-Resistant Staphylococcus
aureus) [204]. Sept cas de VRSA ont été rapportés uniquement aux Etats-Unis. 1l est
important de noter qu’aucun lien épidémiologique n’a pu étre trouvé entre ces patients, et que
chaque cas est considéré comme un développement de novo d’une résistance. Ces souches ont
généralement été isolées dans des cas de co-colonisation avec des ERG (E. faecalis vanA).
L’¢étude menée par Furano et al. dans les USI aux Etats Unis entre le 1*" janvier 2002 et le 31
décembre 2003, sur 2440 patients, a montré une prévalence de 2.7% de co-colonisation par
des SARM et des ERG. Les facteurs de risque étaient 1’age, le sexe masculin, une
hospitalisation antérieure en USI, et un traitement antibiotique durant I’année précédente.
Parmi les patients co-colonisés, 21% avaient regu un traitement par vancomycine, 26% par
pipéracilline et 17% par fluoroquinolones. Cette co-colonisation ne semble pas liée a une
augmentation de la morbi-mortalité (différence non significative par comparaison aux patients
non colonisés) [205]. Une étude plus récente de Warren et al., dans les USI d’un grand centre
hospitalier, a montré une prévalence de 9.5% de co-colonisation ou co-infection par des
SARM et des ERG [206]. Cette prévalence semble moins importante dans les petits hopitaux
ruraux : 0.29% des patients SARM+ ont été retrouvés co-colonisés ou co-infectés par un
ERG, contre 3.8% de co-colonisation SARM chez les patients porteurs d’ERG [207].

Transmission des génes van aux staphylocoques

La souche VRSA isolée dans le Michigan portait les mémes séquences vanA qu’une souche
d’E. faecalis isolée chez ce méme patient. Alors que la souche VRSA isolée en Pennsylvanie
avait une sequence différente, avec une CMI plus basse a la vancomycine (question était
posée d’une éventuelle instabilité du plasmide) [208]. Ainsi, Flannagan et al. ont montré, en
2003, qu’une souche d’E. faecalis résistante a la vancomycine, co-isolée avec une souche de
VRSA porteuse des genes vanA, contenait deux plasmides, dont 'un, pAMS830, est un
plasmide conjugatif, proche de la famille Inc18, contenant les genes de résistance a la
vancomycine (Tn1546) et a I’érythromycine. La souche de VRSA portait le méme plasmide,
pAMB829 (codant la résistance a oxacilline, gentamicine, kanamycine, érythromycine,
rifampicine), que d’autres souches de SARM isolées chez ce patient, mais contenant en plus
les génes vanA. Aucune homologie n’a été retrouvée entre les plasmides des souches ERG et

VRSA, laissant ouverte la question sur I’origine du transfert du déterminant vanA au SARM
[209].
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Une pression de sélection par la vancomycine ne semble pas nécessaire au transfert de la
résistance ; ainsi, certains patients porteurs de VRSA n’ont pas regu de traitement par

glycopeptides dans les 5 années précédant I’isolement de la souche [210].

Antagonisme de ’expression des genes mecA et vanA.

Severin et al. se sont aussi penchés sur la nature de ces souches multirésistantes, en étudiant
une souche clinique de VRSA, HIP11714, porteuse des génes mecA et vanA, isolée chez un
patient dialysé (Détroit, Michigan) au niveau d’une plaie de pied diabétique et d’un cathéter,
co-colonisé par une souche d’E. faecalis résistant a la vancomycine [211]. Une étude de la
composition du peptidoglycane a montré I’apparition de 20 nouveaux muropeptides, avec
comme principales modifications, le remplacement total des pentapeptides par des
tétrapeptides, et un deficit ou absence de branchements pentaglycine, uniquement en présence
de vancomycine dans le milieu de culture. De fagon surprenante, ils ont montré un effet
antagoniste des deux mecanismes de résistance : en présence de vancomycine et d’une faible
dose d’oxacilline dans le milieu, la CMI était restaurée a 12 mg/L pour la vancomycine contre
512 mg/L, et inversement. Cela trouve une explication trés simple. En présence d’une faible
dose d’oxacilline, seule la PLP2A, PLP de faible affinité, reste active, et elle est incapable
d’utiliser les précurseurs pentadepsipeptidiques issus de 1’expression des genes van. Ce
phénomene a déja été décrit chez les entérocoques avec la PLP5. Le phénomene inverse est
explicable de la méme facon : en présence d’une faible dose de vancomycine, il y a
production de pentadepsipeptides, substrats inadéquates pour la PLP2A exprimée en présence
d’oxacilline [211].

Ce possible transfert de genes van des entérocoques aux staphylocoques crée une réelle
inquiétude : le transfert pourrait étre plus facile entre une souche de VRSA et d’autres souches
de SARM, les staphylocoques sont bien plus fréquemment isolés en clinique et responsables
d’infections graves...

Cela risque d’entrainer I’émergence et la dissémination de souches résistantes a quasiment

tous les antibiotiques, aussi bien en milieu hospitalier que dans la communauté.
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V.6 Autres mécanismes de résistance aux glycopeptides

Des études, menées lors du développement de la vancomycine en 1956, avaient montré que la
sélection in vitro de mutants de staphylocoques résistants a cet antibiotique était difficile. En
1987, la premiére souche « S. haemolyticus » intermédiaire a la vancomycine et résistante a la
teicoplanine a été rapportée de (CMI 8 mg/L), ainsi que la premiere souche clinique de
S. aureus intermédiaire a la teicoplanine. Ces observations sont restées négligés jusqu’au
milieu des années 90 ou des souches de S. aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides,
ont éte isolées dans de nombreux pays, mais qui demeuraient cependant rares [212].

VISA (Vancomycin Intermediate S. aureus) a été le premier terme utilisé car les souches,
ainsi nommeées du fait de la résistance intermédiaire a la vancomycine, avaient été isolée dans
des pays ou seule la vancomycine est utilisée (Japon, Etats Unis). Le terme de GISA
(Glycopeptide Intermediate S. aureus) a été ensuite introduit pour tenir compte de la
résistance croisée avec la teicoplanine. On parle aussi d’hétéro-VISA, la définition de ces
souches ne reposant pas sur une catégorisation clinique. En effet, ce terme a éteé introduit par
Hiramatsu et al. pour définir les souches de S. aureus sensibles a la vancomycine (CMI 2-4
mg/L), initialement isolées au Japon, mais présentant des sous populations intermédiaires a la
vancomycine (CMI 6-8 mg/L) [213]. La définition des hétéro-VISA manque de précision et
souffre de I’absence de technique de réference, leur signification clinique restant encore

discutée.

e Mécanisme de la résistance
Les souches de phénotype VISA/GISA apparaissent étre des mutants qui accumulent
plusieurs facteurs impliqués dans la résistance aux glycopeptides. Aucun gene de type van n’a
jamais été identifié chez ce type de souche. Depuis la découverte de la souche Mu50 (VISA),
de nombreuses équipes se sont penchées sur le mécanisme de résistance aux glycopeptides de
cet isolat, en particulier 1’équipe de Cui et al. lls ont étudié la souche Mu50, et son précurseur
présumeé, la souche Mu3, afin d’identifier les diverses modifications de la paroi. Ils ont
observé une augmentation de I’incorporation de GICNAc dans la paroi Mu50, une
augmentation du pool cytoplasmique de précurseurs monomeriques de la muréine (UDP-N-
acétylmuramyl-pentapeptide), et une augmentation de P'autolyse avec augmentation du
renouvellement du peptidoglycane (augmentation du relargage de GIcNAc, augmentation de
’activité des PLP2 et PLP2’). Par comparaison avec la souche Mu3, Mu50 possede une paroi

2 fois plus épaisse et un taux beaucoup plus important de muropeptides non aminés [214].
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Figure 22: Images obtenues par microscopie électronique de la souche Mu50 montrant la variation

de I'épaisseur de la paroi en fonction de la composition du milieu [215].

Cette équipe a ainsi montré :

(1) que la résistance a la vancomycine dépend de la composition du milieu : plus le milieu
est riche en acides aminés et en glucose, plus la résistance est importante. La paroi est
d’autant plus épaisse que le milieu est riche en glucose et en L-glutamine (Figure 22).

(i) une accélération de la synthese du peptidoglycane, avec I’augmentation de la
consommation de GIcNAc (incorporation sous forme UDP-GIcNAC), et 1’augmentation de
I’activité de I’enzyme GImS (voie d’Embden Meyerhof, elle convertit Fru-6-P en Glc-6-P).
Ceci s’accompagne d’une augmentation de la proportion en muropeptides nonaminés par la
consommation de la glutamine par GImS [215].

(iii) un réle trés important de I’augmentation de 1’épaisseur de la paroi dans la résistance a
la vancomycine. Les glycopeptides sont capturés au niveau des couches périphériques de la
paroi et ne peuvent atteindre leur cible. Plus la paroi est épaisse, plus la consommation de
glycopeptides est importante [215].

La paroi d’une souche de S. aureus, sensible aux glycopeptides, est normalement constituée
d’une vingtaine de couches de peptidoglycane. La souche Mu50 en posséde 30 a 40 ; seules
les 10 premiéres semblent impliquées dans le piégeage de la vancomycine (expliquant une
consommation pas plus importante que chez les autres souches). La souche Mu3 se situe entre
une bactérie sensible a la vancomycine et Mu50.

(iv) la résistance a la vancomycine est proportionnelle a la quantité de muropeptides non
amines, présentant une affinité supérieure aux autres résidus. Les molécules de vancomycine
sont piégées par diminution du nombre de liaisons intermoléculaires. Cela n’est cependant pas
suffisant pour expliquer la résistance, elle nécessite aussi une augmentation de I’épaisseur de
la paroi [215].
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Ces changements morphologiques de la paroi seraient dus a une accumulation de mutations,
altérant I’expression de divers génes : PLP2, PLPD, sigB, ddh... Différents groupes de géenes
responsables d’une régulation positive ou négative, ont aussi été rapportés associés a la
résistance a la vancomycine, sans qu’aucune mutation particuliére n’ait été retrouvée chez
toutes les souches VISA.

Les souches de VISA représentent donc une nouvelle stratégie de résistance, trés différente
des mécanismes de résistance déja décrits. On parle de « clogging/trapping effect » ou
piégeage des glycopeptides, associé a une augmentation de 1’épaisseur de la paroi. Cela crée
un retard suffisant de la saturation de la membrane cytoplasmique par les glycopeptide,
permettant a la bactérie de se multiplier et de se diviser avec une disparition de I’effet

bactéricide des glycopeptides [214].

V.7 Gestion des épidémies a ERG

V.7.1 Origine des souches d’ERG et des épidémies

Les profils épidémiologiques sont variables selon les pays. En Europe, I'origine de la
résistance serait liée a un usage extensif de I’avoparcine, alors qu’aux Etats Unis 1’utilisation
abusive de vancomycine, CsG, fluoroquinolones ou antibiotiques anti-anaérobies serait
incriminée dans la sélection d’entérocoques naturellement résistants, favorisant Ila

colonisation du tube digestif par ces souches.

- Réservoir n°1 : les patients colonisés ou infectés

La plupart des épidémies sont dues a la dissémination d’un seul et unique clone. Le premier
réservoir est représenté par les patients colonisés et infectés, la dissémination se réalisant par
transmission interpatient (chambres a plusieurs lits) ou manuportée par le personnel soignant.
Une étude prospective longitudinale chez des patients ventilés en USI a ainsi rapporté une
transmission croisée dans 85% des cas, chez des patients initialement non porteurs [216]. La
prévalence de colonisation intestinale par des ERG varient selon les études : 2% aux Pays-Bas
[217], 3,5% en Belgique [218] et jusqu’a 30,5% en Gréce (mais ils tiennent compte des E.
gallinarumet E. casseliflavus, naturellement résistants aux glycopeptides) [219], études
menées essentiellement dans des services de réanimation ou de chirurgie.

Le principal probléme posé est la durée pendant laquelle les patients restent colonisés. Une
étude de Green et al. a montré que plus de 60% des transplantés hépatiques porteurs d’ERG le
restent pendant plus de 12 semaines [220]. Dans 1’étude de Livornese et al., la majorité des

patients sont restés porteurs pendant plus de 3 mois [221].
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Dans la majorité des cas, une association temporelle et spatiale peut étre notée entre les
patients porteurs. Le contact de patients a risque avec les mains de personnel soignant
contaminées a été montré comme un élément déterminant de la dissémination des ERG. Ainsi,
certains auteurs ont montré une prévalence de manuportage chez le personnel soignant de 0 a

41%, variable selon les hopitaux et les services [222], [223].

- Réservoir n°2 : I’environnement hospitalier

Des réservoirs potentiels ont aussi été identifiés dans I’environnement hospitalier, sur les
surfaces ou méme I’équipement médical [224, 225]. Les entérocoques sont des bactéries
particulierement résistantes aux agents désinfectants, a la température et autres conditions
difficiles. Et des techniques inappropriées de désinfection et de nettoyage des chambres, ainsi
qu’une mauvaise compliance a 1’hygiene des mains sont généralement les premieres causes de
dissémination des ERG en milieu hospitalier. Une étude a montré qu’une contamination
environnementale antérieure de la chambre est hautement prédictif d’une acquisition d’ERG,
soulignant I’intérét d’une décontamination efficace suite a I’hébergement de patients porteurs
[226]. Des audits de surveillance menés dans certains hépitaux ou sévissaient des épidémies
ont documenté une contamination par des ERG au niveau de : gants, blouses, portes, salle de
bain, tables, téléphone, lits, glucométres, moniteurs d’ECG, thermométres, tensiométre [227,
228]... D’autres études ont montré une compliance relativement médiocre aux meéthodes
d’hygiéne des mains (port de gants, utilisation de solutions hydro-alcooliques). Ainsi, Pittet et
al. ont indiqué que seulement 48% du personnel soignant avaient des pratiques appropriées
[229].

- Réservoir n°3 : les élevages d’animaux

Cependant, des réservoirs extra-hospitaliers ont aussi été identifiés par I’intermédiaire de
patients colonisés n’ayant jamais été hospitalisés [230]. La recherche de la source de
colonisation a montré un contact avec des animaux porteurs dans des élevages fermiers. Une
¢tude de I’agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) en 1999, réalisée sur
des échantillons de selles de poulets frangais, retrouvait 5,4% d’ERG [231]. Cette étude a été
répétée annuellement et la proportion de souches résistantes observée est stable, voire en
légére diminution. La responsabilité en incombe a ’'usage abusif de 1’avoparcine comme
additif alimentaire, en particulier dans les élevages de volailles, en Europe, jusqu’en 1997,
date de son interdiction [232]. Des souches d’E. faecium présentant une sensibilité diminuée a

I’avoparcine ont été isolées, et une résistance & la vancomycine a pu étre mise en évidence
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[233]. Une étude realisee chez des chevaux et des porcs a montré que 7 a 16% des souches
étaient porteuses des génes vanA, avec de petites différences au niveau du profil de résistance
aux antibiotiques, avec une grande homologie entres les plasmides retrouvés chez les souches
animales et humaines [234]. Plus récemment, une étude menée chez des volailles saines, en
Hongrie a révélé une diminution de I’isolement de souches d’entérocoques porteuses de genes
van en 2003-2004. Ainsi, 8.6% des souches étaient porteuses des génes vanA en 2001
(E. mundtii, E. durans, E. faecium), contre 23% en 2002 (E. durans, E. faecium). Aucune
souche d’ERG n’a été isolée en 2003-2004 [235]. Les données annuelles recueillies ont établi
une corrélation entre ’isolement d’ERG et I'utilisation d’avoparcine dans les élevages. Cette
étude souligne que la réduction de I’'usage des antibiotiques dans les élevages peut permettre
de réduire le taux d’ERG, voire méme de faire disparaitre ces souches 5 ans apres
I’interdiction de 1'usage de I’avoparcine [235].

L’hypothése d’un possible passage a I’homme via la chaine alimentaire a été émise : soit par
colonisation directe du tractus intestinal de I’hote, soit par transfert des génes de résistance
aux bactéries de la flore commensale. Cela a conduit, en janvier 2006, a I’interdiction de
I’'usage de tout antibiotique en alimentation animale ou comme facteur de croissance dans les
élevages [234].

Ainsi, 1’épidémiologie des ERG, en Europe, semble différente de celle des Etats Unis avec
des épidémies hospitaliéres qui restent localisées et rares, et ’existence d’un portage fécal
sain communautaire, d’ERG probablement transmis par la chaine alimentaire. Cela est
confirmé par le fait qu’aux Etats Unis, aucun isolat d’ERG n’a pu étre isolé de volontaires
communautaires ou de patients admis pour la 1¢® fois en hospitalisation [236]. L’émergence
des ERG serait plutét liée a un usage excessif de la vancomycine en USI. Ces différences
d’origine sont renforcées par le fait qu’une trés grande divergence existe dans les profils
PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) retrouvés en Europe et aux Etats Unis [237].
Cependant, une étude récente, menée sur les eaux usées récuperées a la sortie d’une industrie
agroalimentaire au Texas, a montré I’existence de souches d’ERG, multi-résistantes aux
antibiotiques (ciprofloxacine, érythromycine, lincomycine, kanamycine, gentamicine,
streptomycine). Certaines souches étaient résistantes ou intermédiaires au linézolide ou a la
quinupristine-dalfopristine [238]. Une étude iranienne va dans le méme sens, et montre
I’existence d’un lien épidémiologique entre des souches d’ERG isolées d’eaux usées et des
isolats cliniqgues humains [239]. Ces études laissent ouverte la question sur les réservoirs
d’ERG, mais aussi et surtout sur 1’intérét éventuel des ERG comme nouveau marqueur de

contamination fécale, et de respect des procedures ¢lémentaires d’hygiene.
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V.7.2 Facteurs de risque d’acquisition d’ERG

Les facteurs de risque de colonisation ou d’infection a ERG ont été largement analysés [240]
et incluent :

- une hospitalisation > 15 j, et des hospitalisations multiples,

- I’administration prolongée d’antibiotiques (vancomycine, céphalosporines, imipénéme, anti-
anaerobies) [241-243],

- I’4ge avancé [244],

- une maladie sévére sous-jacente,

- une insuffisance rénale (créatininémie et urémie élevées),

- une dénutrition (albuminémie tres diminuée),

- des interventions instrumentales invasives (cathéter central, sonde urinaire) [244].

La transmission est largement facilitée par la diarrhée, 1’incontinence fécale et les
suppurations. Beaucoup de ces facteurs de risque sont communs a d’autres BMR telles que les
SARM, les Entérobactéries productrices de BLSE (p-Lactamase a Spectre Etendu), ou
Clostridium difficile.

Pour les ERG, la pression de sélection resultant de la prescription de nombreuses et diverses
antibiothérapies, en particulier chez le neutropénique, semble jouer un role primordial.
Différents antibiotiques peuvent étre responsables de la sélection des ERG, en particulier les
CsG et les antibiotiques anti-anaérobies tels que les 5-nitro-imidazolés [245]. Les patients
d’onco-hématologie [246] constituent donc une population particulierement sensible aux
infections a ERG, ainsi que les transplantés (ou tout autre intervention chirurgicale majeure,
en particulier au niveau du thorax et de I’abdomen), les patients dialysés chroniques [247], et
les patients hospitalisés en réanimation [248]. En effet, la plupart des thérapeutiques utilisees
conduisent a une situation d’immunodépression associée a des Iésions muqueuses (mucite,
délabrement de la muqueuse intestinale). De plus, I'utilisation d’antibiotiques a large spectre,
CsG ou fluoroquinolones, inefficaces sur les entérocoques, et associée fréquemment a la

vancomycine, entrainent une importante pression de sélection.

V.7.3 Effets délétéres pour les patients

Les infections ou les colonisations a ERG conduisent & un nombre important d’effets délétéres
pour les patients hospitalisés porteurs. Les infections urinaires et les infections du site
opératoire, aprés exérése des tumeurs, sont les plus fréquemment rencontrées [153]. Des

études ont démontré que les ERG peuvent entrainer des infections graves, et la mortalité
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attribuable aux bactériémies & ERG est trés importante. L’incidence et la gravité des
bactériémies & ERG chez les patients d’onco-hématologie ou neutropéniques varient selon la
pathologie sous-jacente et les séries publiées, avec des taux de mortalité atteignant 30 & 60%
[249-251]. Dans une enquéte rétrospective, réalisée sur 217 adultes recevant une greffe de
moelle osseuse allogénique, Zirakzadeh et al., ont montré une multiplication par 2 de la
mortalité chez les patients colonisés par un ERG avant transplantation. Cette augmentation
était corrélée a au moins un épisode de bactériémie a ERG [252]. Une autre étude a montré
que parmi 768 patients colonisés par un ERG, 4% avaient développé une bactériémie avec la
méme souche, et que les facteurs de risque de survenue d’une bactériémie sont : une
hospitalisation prolongée, une infection d’un autre site (en dehors de la colonisation) et
I’administration de vancomycine [253]. Les facteurs de risque de mortalité répertoriés étaient
I’immunodépression et la survenue d’une bactériemie a ERG [253]. Cependant, I’existence de
nombreuses co-morbidités, chez des patients fragiles, ne permet pas de conclure a la réelle
causalité ERG/ mortalité, mais semble plutdt étre ’accumulation de différents facteurs.

Par ailleurs, la mise en place de mesures de prévention et de contrdle des epidémies a ERG
peut aboutir a une réduction de la qualité des soins et de vie des patients : les procédures
d’isolement limitent les échanges sociaux, augmentent la durée d’hospitalisation. Le statut
« patient ERG+ » rend I’intégration des patients plus difficile, en particulier en service de
réadaptation ou de long sejour [254]. Au sein méme des secteurs de cohorting, il est parfois
difficile de faire intervenir des spécialistes (radiologues, cardiologues, néphrologues), et la
réalisation d’examens simples (radiographie, scanner, soins dentaires) devient un combat de
chaque jour pour leur obtention. Cela peut aboutir a une lassitude du personnel soignant dedié
a ces secteurs, et par la méme a une diminution de la qualité des soins. De plus, les problemes
liés au traitement et a I’isolement des patients colonisés et infectés entraine une majoration
des colts d’hospitalisation, une réorganisation des services, ou méme d’un établissement de

soins, et la mise en place d’équipes dédiées.

V.8 Traitement des infections a ERG

Les options thérapeutiques des infections a ERG sont limitées puisque ces pathogénes sont
fréquemment résistants a la plupart des antibiotiques actuellement disponibles. De nouvelles
molécules antibactériennes ont vu le jour : quinupristine-dalfopristine, linézolide et
daptomycine. Cependant, pour chacun de ces antibiotiques récemment introduits, des souches
résistantes ont déja été décrites [255-257]... A noter aussi pour la quinupristine-dalfopristine,

une résistance naturelle chez E. faecalis (efflux) et I’existence de réservoirs communautaires
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aux Etats Unis et en Europe, probablement du fait de 1’usage excessif d’un analogue, la
virginiamycine, comme facteur de croissance dans les élevages (a mettre en paralléle avec
I’abus d’usage de I’avoparcine, a 1’origine de la dissémination des ERG en Europe) [233]. La
tigécycline, molécule la plus récente, reste peut étre une bonne alternative. Une étude tres
intéressante a été réalisée en Corée ou ces nouvelles molécules ne sont que trés peu voire non
encore utilisées actuellement, les ERG (E. faecium vanA) n’ont donc pas encore été soumis a
une pression de sélection [258]. Les auteurs ont montré la sensibilité des isolats de 1998 a
I’ensemble des molécules testées, alors que la plupart des isolats de 2005 sont résistants
(Figure 23). Alors que ces nouveaux agents sont encore peu utilisés, des résistances sont déja
apparues ; ces thérapeutiques ne semblent donc pas tres prometteuses en tant qu’alternatives a

long terme.
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Figure 23: Valeurs de CMI90 obtenues pour les différents antibiotiques testés, pour les isolats

cliniques d’E. faecium vanA isolés en Corée du sud en 1998 et 2005 [259].

Plusieurs alternatives ont été proposées pour le traitement des endocardites dues a des souches
E. faecalis ou E. faecium de phénotype VanA. Les triples associations [-lactamines-
gentamicine-vancomycine, ampicilline-ciprofloxacine-vancomycine, ou encore amoxicilline-
cotrimoxazole-pristinamycine ont été évaluées in vitro, mais les données sur leur efficacité

clinique reste encore insuffisantes. Les souches de phénotype VanB ou VanC restent

accessibles a la teicoplanine a forte posologie.
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Au CHU de Nancy, la Commission Spécialisée des Anti-Infectieux, a établi les
recommandations suivantes en novembre 2007 :

- la mise en place d’une politique raisonnée de I’'usage des glycopeptides et des C3G dans tous
les établissements concernés par 1’épidémie ;

- ne pas traiter les colonisations sans infection par antibiotiques ;

- proposer comme traitement de premiere intention des rares bactériémies ou infections
urinaires symptomatiques a ERG, le linézolide, sous réserve d’un controle hématologique
bihebdomadaire et d’une durée de prescription ne dépassant pas 3 semaines ;

- chez tout patient antérieurement connu comme colonisé, de bien peser toute indication
d’antibiothérapie devant une fievre, et de ne traiter par antibiotique que les infections
bactériennes présumées ou documentées ;

- chez tout patient antérieurement connu comme colonisé, justifiant une antibiothérapie,
défavoriser I’utilisation des aminopénicillines (amoxicilline * acide clavulanique), des
pénicillines (pipéracilline + tazobactam), des carboxypénicillines (ticarcilline + acide
clavulanique), et de limiter chez ces patients, 1'usage des glycopeptides, C3G, imidazolés,
fluoroquinolones et imipénéme.

- chez tout patient antérieurement connu comme colonisé, de contréler la présence ou non du
portage d’ERG au décours de I’antibiothérapie. Si ce patient avait préalablement eu 3
prélevements négatifs a un mois d’intervalle, le maintien de la négativité a I’issue de
I’antibiothérapie serait un élément fort pour le considérer comme probablement « totalement

décolonisé ».

V1. Rocommandations pour gérer une épidémie aux ERG

Durant la derniere décennie, différentes approches de prévention et de contrdle de la
dissémination des ERG ont été développées et intégrées dans des recommandations. Ces
derniéres se sont fondées sur I’origine des ERG, sur le mécanisme de transmission au sein des
établissements de soins, et sur les facteurs de risque d’acquisition de ces pathogenes. La
gestion d’une épidémie a ERG, ou de toute épidémie, passe d’abord par la création d’une
équipe pluridisciplinaire, coordonnée, capable de fédérer les personnels impliqués et de

maintenir mobilisation et cohésion.
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Les mesures préventives afin d’éviter la sélection et la dissémination des ERG comprennent

[225, 237, 260, 261] :

- le lavage des mains (encore insuffisamment respecté par le personnel soignant), avec 1’usage
des solutions hydro-alcooliques, correctement employées ;

- I’isolement des patients porteurs (création d’unités de cohorting) ;

- le renforcement des précautions contact (gants, surblouses, matériel dédié) ;

- un dépistage rapide et efficient des patients porteurs, avec utilisation de méthodes adéquates,
sensibles, spécifiques, rapides et simples ;

- un systéme d’alerte rapide par le laboratoire de bactériologie;

- un nettoyage efficace de I’environnement hospitalier [262];

- I'utilisation d’un pictogramme « ERG » pour le fléchage des patients (avec tout ce que cela
peut impliquer comme perte de chances pour le patient, comme explicité ci-dessus) ;

- une information et une éducation du personnel soignant (de 1’ensemble de la chaine de soins
. de I’ambulancier au personnel hospitalier, en passant par le médecin traitant), des patients,
des familles ;

- un usage raisonné des antibiotiques, en particulier des glycopeptides et des C3G. En effet,
I’administration de vancomycine ou d’autres antibiotiques tels que les C3G, la clindamycine,
le métronidazole, peut augmenter le taux de colonisation intestinale et cutanée, et majorer

ainsi la transmission de patient a patient ;

En résumé, les glycopeptides sont des « anciennes » molécules, longtemps restées dans les
tiroirs du fait de leur néphrotoxicité et ototoxicité importantes. Elles ont été redécouvertes lors
de I’émergence et de la dissémination des SARM, et ont rendu d’immenses services, en
particulier dans les infections séveres a BMR. Elles sont depuis quelques années de nouveau
pointées du doigt du fait de D’apparition d’une résistance a la vancomycine et/ou a la
teicoplanine, cette résistance étant apparue relativement tardivement aprés leur
commercialisation. Les mécanismes de résistance chez les entérocoques sont tres étudies : les
opérons van sont maintenant parfaitement élucidés, 6 phénotypes sont identifiés et la
recherche se poursuit. Les facteurs de risque d’acquisition de ces nouveaux pathogénes ont été
trés étudiés, et la survenue d’épidémies dans divers pays et divers types de services (USI,
dialyse, onco-hématologie...) a permis de montrer que ces nouveaux pathogeénes,
essentiellement nosocomiaux, s’attaquent aux patients fragiles, immunodéprimés,

fréqguemment hospitalisés et ayant subi plusieurs cures d’antibiotiques. Reste la problématique
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du traitement des infections a ERG, et le risque d’impasse thérapeutique. Les entérocoques se
caracterisent en effet par une remarquable adaptabilité, et des résistances ont déja été

signalées a I’encontre des thérapeutiques les plus récentes.
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2éme partie : MATERIEL ET METHODES

1. Echantillonnage

La totalité des souches d’entérocoques, qui a fait I'objet de notre travail, a été isolée entre
Janvier et Juin 2014. Une fiche de renseignement standardisée a été remplie et signée par les
personnes qui ont accepté de contribuer a cette étude (annexe 1). Elle portait sur : I’age du
volontaire, le sexe, la zone de résidence, 1’hospitalisation et la prise d’antibiotique. Ce
document avait pour but de savoir, pour chaque patient, s’il s’agissait d’une colonisation par
une souche communautaire ou nosocomiale et pour déterminer la population a risque
d’héberger un ERV. L'approbation éthique de I'étude a été obtenue en 2014 auprés du Comité
d'Ethique de I'Institut Pasteur du Maroc (Casablanca, Maroc).

113 echantillons de selles ont été préleves aupres des volontaires en bonne santé vivant a
Casablanca. Ces derniers n’ont pas d’antécédents médicaux et n’ont pas €té hospitalisé€s
durant les 12 derniers mois qui précede I’étude. Le prélevement de selles est effectué par le
patient dans un pot stérile a coprologie. Ce flacon est hermétiguement fermé. Chaque
prélévement est accompagné d’une référence personnelle et d’une fiche renfermant les
renseignements deja cités. Une fois récupéré, une noisette de chaque prélevement recu est
directement mise en culture dans un tube contenant le bouillon d’enrichissement BHI (Brain
Heart Infusion) (Annexe 2). Ensuite les tubes préparés sont vortéxés et incubés a 37°C

pendant 24h, puis conservés a -20°C.

2. Identification bactérienne

2.1 Caracteres morphologiques

L’identification des souches a été faite sur la base d’une ¢tude préliminaire basée sur des
caractéres morphologiques et biochimiques des bactéries.

La recherche des entérocoques a été effectuée par I’ensemencement des cultures enrichies
dans un milieu sélectif Bile Esculine Azide (BEA) en procédant par stries serrées. Les boites
ensemencées sont mises a 1’étuve a 37°C pendant 24h. Le BEA permet I’isolement sélectif
des Enterococcus et Streptococcus du groupe D : I'azoture de sodium inhibe la croissance des
bactéries Gram negatif et de tous les streptocoques sauf ceux du groupe D, et la bile de beeuf
inhibe la croissance des bactéries Gram positif. La culture positive se manifeste par la
présence de petites colonies, avec un aspect lisse, légérement convexe et entourées d’un halo

noir. Les entérocoques hydrolysent I’esculine en glucose et esculétine. Ce dernier composé

69



Theése Hannaoui. |

forme un complexe noir en présence des ions ferriques apportés par le citrate de fer contenu

dans le milieu.

La coloration de Gram permet de mettre en évidence les caractéres morphologiques des
bactéries. Elle différencie ainsi les bactéries Gram positif (colorées en violet) des bactéries
Gram négatif (colorées en rose) (Annexe 3). Cette technique a été réalisée pour chaque souche
présentant 1’aspect caractéristique des entérocoques, pour confirmer la présence de cocci de

couleur violette (gram +), de forme ovalaire, groupés en diplocoques ou en courte chainette.
2.2 Recherche de catalase

Ce test est important pour la premiere orientation dans I’identification d’une souche pure
d’entérocoques / streptocoques du groupe D. La catalase est une enzyme qui permet la

transformation de I’eau oxygénee (H202) en eau (H20) et dioxygéne (O2).

Une petite quantité de culture bactérienne jeune (18-24 heures), prélevée a 1’aide d’une
pipette Pasteur a partir de la gelose M-H (entérocoques), placee sur une lame, puis quelques
gouttes du peroxyde d’hydrogéne y sont ajoutées. Si la catalase est positive, on observe
immédiatement ’apparition de bulles dles au dégagement gazeux de dioxygene. L’absence

d’une effervescence signe que la catalase est négative comme dans le cas des entérocoques.
2.3 Tests confirmatifs

Afin de distinguer entre les entérocoques et les streptocoques, un test de croissance sur un

bouillon hypersalé (6.5% Nacl) et un test de résistance a la chaleur ont éte établis.

e Résistance a 60°C : les entérocoques sont des bactéries caractérisées par leur capacité a
supporter I’action de la température (60°C pendant 30 minutes). Et pour cela on repique des
colonies homogenes dans des tubes a hémolyse contenant SmL d’eau distillée. Ces tubes sont
ensuite placés dans le bain marie a 60°C durant 30 minutes. Aprés le chauffage, les
suspensions préparées sont ensemencées sur milieu BEA a l’aide d’une anse stérile.
L’incubation est faite a 37°C pendant 24 h.

Toute pousse confirme 1’appartenance de la bactérie au genre Enterococcus et 1’élimination

de son appartenance a d’autres genres bactériens (Streptococcus D...).
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e Résistance dans un milieu hypersalé : les colonies d’entérocoques sont repiquées dans un
bouillon BHI hypersalé (6.5% Nacl). Les tubes repiqués sont ensuite incubés a 37°C pendant
24 heures. La présence d’un trouble est synonyme du développement des entérocoques dans
les tubes. Ce milieu sert essentiellement a la confirmation de la présence des entérocoques
ainsi que leurs différenciations des streptocoques du groupe D. En effet, les entérocoques sont
connus par leur capacité a tolérer et a se développer dans un milieu hypersalé contenant
jusqu’a 6.5% de NaCl.

2.4 ldentification biochimique

En plus des caracteres morphologiques, I’identification a aussi été effectuée sur la base de
quelques caractéres biochimiques. Toutes bacteries cocci Gram positif, catalase négative,
esculinase positive, et résistantes a I’hyper salinité et a 1’action de la chaleur sont identifiées
par la méthode Api 20 STREP.

e Principe : La galerie Api 20 STREP comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentations de sucre.
Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension bactérienne dense qui réhydrate les
substrats. Les réactions produites se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés
par l'addition de réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi
(contenant un indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates
entraine une acidification qui se traduit par un virage spontané de l'indicateur coloré. La
lecture est faite a I'aide du tableau de lecture de la galerie api 20 STREP et I'identification par

le catalogue analytique.

e Préparation de I’inoculum : Une suspension de la souche a étudier est réalisée. Elle doit

avoir une densité de 4 McFarland.

e Inoculation de la galerie : Les cupules sont remplies de suspension en évitant les bulles
d’air. Les tests soulignés (ADH a GLYG) sont remplis avec de 1'huile de paraffine. Ensuite les
boites sont fermées puis incubées a 37°C a 1'é¢tuve pendant 24 heures en présence d’humidité

créé par la répartition de Sml d’eau distillée ou déminéralisée.

e Lecture de la galerie : Aprés 24 heures d'incubation les boites sont retirées de I'étuve et les

réactifs de révélation sont ajoutés (tableau 4) :
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- Sur VP, une goutte de VP1 et une goutte de VP2 sont ajoutées.

- Sur HIP, 2 gouttes de NIN sont ajoutees.

- De PYRA a LAP, une goutte de Zym A et une goutte de Zym B.

La lecture est faite 10 minutes aprés l'ajout des réactifs. L'identification de l'espéce est
obtenue a I’aide d’un catalogue (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) (Annexe 4). Les tests
sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun. En
additionnant a l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions positives,
on obtient 7 chiffres qui constituent le code d’identification (figure 24).
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Figure 24: Lecture des résultats de I'identification biochimique des entérocoques par la galerie Api

20E.

3. Antibiogramme

La connaissance du spectre d’activité des antibiotiques (et donc de la résistance naturelle des
bactéries) devrait permettre d’instaurer un traitement. Dans la réalité, La situation est
beaucoup plus complexe car les bactéries peuvent acquérir des résistances aux antibiotiques
par modification de leur capital génétique (mutation, acquisition de plasmides, acquisition de
transposons). Cette résistance acquise préexiste a la prise des antibiotiques mais 1’utilisation
intense de ces molécules conduit a une sélection de beaucoup de souches résistantes. Ainsi,
dans de nombreux cas, la seule identification de I’espéce bactérienne ne permet plus de

prédire ’efficacité d’une antibiothérapie.
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La résistance aux antidotiques a été déterminée par la méthode de diffusion de disque (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France), en milieu gélosé M-H (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) selon les recommandations décrites par I'European Committe on Antimicrobial
Susceptibility Testing (L’EUCAST, 2014) (http://www.eucast.org/). Huit antibiotiques

connus pour étre actif sur les entérocoques ont été utilisés : Vancomycine (VAN, 30 ug),
Teicoplanine (TEC, 30 ug), Lincomycine (L, 15 pg), Kanamycine (KAN, 1mg), Gentamicine
(GEN, 500 ug), Teétracycline (TE, 30 pg), Erythromycine (E, 15 pg) et Rifampicine (RA, 30
HQ).

3.1 Modalités de réalisation de I’antibiogramme

A partir des cultures de 18-24h sur milieu gélosé non sélectif, nous avons réalisé une
suspension bactérienne en dissociant quelques colonies identiques et bien separées dans 3 ml
d’eau physiologique stérile. L’ajustement de la densité a 0.5 Mc Farland (concentration de 108
bactéries par ml) est réalis¢ a 1’aide d’un densitométre. A partir de cette suspension, on
ensemence les boites de gélose Muller Hinton a I’aide d’un écouvillon sterile en réalisant
quatre couches de stries serés en retournant la boite 45° pour chaque couche. Le choix des
disques d’antibiotiques a tester dépend de I’espece bactérienne, la fréquence des mécanismes
de resistances, des habitudes de prescription, du spectre d’action de I’antibiotique et de
I’origine du prélévement.

A T’aide d’une pince stérile, on dépose les disques d’antibiotiques a la surface de la gélose
sans glissement en appuyant légérementet on incube les boites a 37°C pendant 18 a 24h. Afin
d’éviter le chevauchement des zones d’inhibitions nous avons respecté une distance de 15 mm
entre le bord de la boite et les disques périphériques puis une distance de 30 mm entre deux

disques.

3.2 Lecture de ’antibiogramme

Aprés incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a
une absence de culture. Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des
zones d’inhibitions dépendent uniquement de la sensibilité¢ du germe. On a mesuré a I’aide
d’une régle les différents diametres des zones d’inhibition obtenus autours des disques
d’antibiotiques. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou résistant (R) est effectuée

selon les critéres définis par La CA-SFM (tableau 4).
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- Les souches sensibles a la vancomycine : sont celles pour lesquelles la probabilité de succes
thérapeutique est forte dans le cas d’un traitement avec la posologie recommandée, et dont le
diameétre est supérieur a 17mm.

- Les souches résistantes a la vancomycine : sont celles pour lesquelles il existe un échec
thérapeutique en cas de traitement a la vancomycine, et dont le diameétre est inférieur a
17mm. Dans ce cas il faut chercher le géne van, responsable de la résistance des entérocoques
a cet antibiotique.

- Les souches intermédiaires : le succes thérapeutique pour ces souches est imprévisible, et les

résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d’un traitement réussi.

Tableau 4: Charges des disques et les diametres critiques des 8 antibiotiques testés.

Antibiotique  Abréviation Charge Famille Diametrecritique (mm)
de disque S> R<
Vancomycine VAN 30 g Glycopeptide 17 17
Teicoplanine TEC 30 g Glycopeptide 17 17
Lincomycine L 15 ug Lincosamide 21 17
Kanamycine KAN 1000 ug Aminoside 14 10
Tétracycline TE 30 ug Tétracycline 19 17
Erythromycine E 15 ug Macrolide 22 17
Rifampicine RA 30 ug Ryfamycine 19 14
Gentamicine GEN 500 ug aminoglycosides 17 17

4. Caractérisation moléculaire des génes de résistance a la vancomycine et des génes
spécifiques d’entérocoques

La recherche de la résistance a la vancomycine a été effectuée par la méthode de diffusion du
disque de la vancomycine. Un diamétre d’inhibition autour de ce disque de moins de 17 mm
témoignait de la suspicion de la présence d’un EVR. Cette diminution de la zone de sensibilité
a été confirmée par la détermination de la CMI de la vancomycine par les bandelettes E-test
(AB Biodisk, solna, Suéde) sur des géloses de M-H, selon les recommandations du
fournisseur. La mise en évidence du géne responsable de cette résistance (van) a été réalisée

par une PCR.
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4.1 Méthodes d’étude de la sensibilité a la vancomycine par E-test

a) Définition de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Elle se définit comme la plus petite concentration d’antibiotique ou de produit qui inhibe toute
culture visible d’une souche bactérienne aprés 18-24h de culture a 35-37°C. Cette valeur
caractérise I’effet bactériostatique de I’antibiotique. Plus la CMI d’un antibiotique est faible,
plus son effet antimicrobien est prononcé.
Différentes techniques pour déterminer la CMI sont possibles : en milieu gélosé (par E-test ou

par dilution sur gélose) ou en milieu liquide avec différentes concentrations de substances.

b) Principe de la méthode E-test
L’E-test est basé sur la combinaison des techniques de dilution et de diffusion. Cette
technique permet de quantifier directement la susceptibilité antibactérienne en termes de
valeurs distinctes de CMI qui sont déterminées a partir d’antibiotiques avec des gradients
prédéfinis et continus de concentration. Ces valeurs peuvent étre plus précises que les valeurs
des CMI conventionnelles obtenues avec deux séries discontinues de dilutions.
L’E-test difféere de la méthode conventionnelle des disques par I'utilisation de gradients de
concentrations d’antibiotiques prétestés.
L’E-test se compose d’une bande de plastique inerte non poreuse de 5 mm de large et de 50
mm de long. Sur une face des bandelettes est marquée 1’échelle de lecture des CMI en pg/ml,
en plus deux lettres codées donnent le nom de I’antibiotique. Un gradient exponentiel
précongu d’antibiotiques secs et stables est immobilisé¢ sur I'autre face de la bande de la
concentration maximale a la concentration minimale.
Le gradient couvre des concentrations continues allant de 0.016 a 256 pg/ml ou de 0.002 a 32
pg/ml selon les antibiotiques.
Lorsqu’une bande d’E-test est appliquée sur une gélose en plaque et incubée, il y a libération
immédiate de ’antibiotique a la surface de contact avec la gélose.
Apres l’incubation, lorsque la croissance bactérienne est devenue visible, une ellipse
symétrique d’inhibition centrée le long du porteur apparait. La zone tranchante entrecoupant

la bande donne la valeur de CMI en pg/ml.

c) Inoculation et lecture
- A partir de cultures viables et fraiche de 18-24h, nous avons préparé une suspension dense
avec I’eau distillée, dont la turbidité est de 0.5 McFarland (1.108 UFC/ml).

- Ensuite nous avons plongé un écouvillon stérile dans le tube contenant 1’inoculum.
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- Nous avons bien essoré 1’écouvillon sur les bords du tube et nous avons écouvillonné
entierement la surface de la gélose M-H dans les trois directions puis nous avons remis les
boites a secher a 36°C avant I’application des bandes E-test.

- 1l faut s’assurer que la surface de la gélose est bien seche a fin de déposer la bande
fermement sur la gélose. Une fois la bande déposée, elle ne doit plus étre déplacée pour éviter
de géner la diffusion immédiate de I’antibiotique. Les boites sont ensuite incubées a 36 + 1°C
pendant 18 a 24 heures.

- les boites ne sont lues qu’apres la période d’incubation et a condition d’avoir une ellipse
d’inhibition clairement visible. La CMI est lue au point d’intersection de I’ellipse et de
I’échelle. La lecture doit se faire au niveau de la terminaison en pointe oU il y a une inhibition

compléte de toute croissance y compris les voiles et les colonies isolées.

4.2 Modalités de réalisation de la PCR
a) Extraction d’ADN bactérien

L’extraction de ’ADN est faite par le Mini Kit (The Pure Link Genomic DNA Kits)
(Invitrogen, Carlsbad, CA) selon les recommandations du fabricant. Cette extraction permet
une purification rapide et efficace de I'ADN génomique (le kit est congu pour isoler
efficacement 'ADN genomique des bactéries). Apres avoir préparé les lysats, I'ADN est
purifié en utilisant une centrifugation a base de colonne permettant une separation a haut debit
de ’ADN. Ce dernier serait prét pour la réalisation de la PCR (Annexe 5).

La quantité, ainsi que la qualit¢ de I’ADN extrait peuvent étre déterminées par électrophorése
d’un aliquot d’ADN extrait sur un gel d’agarose a 0.8% pendant 20 min a 100V et coloration
en bromure d’éthidium (BET) (Merck, Darmstadt, Germany). Le BET est un agent intercalant
fluorescent par illumination en lumiére ultraviolette (UV, 260-360). La quantité de I’ADN est
déduite a partir du profil obtenu. Une bande de haut poids moléculaire indique que I’ADN est

non dégradé. Par contre une trainée est indicatrice de I’état dégradé de I’ADN extrait.

L’ADN n’est visible a I’ceil nu. Pour cela, on mélange la solution d’ADN avec du tampon de
charge (Annexe 2) contenant :

- Du glycérol qui permet d’augmenter la densité de la solution d’ADN a déposer dans le gel
afin de pouvoir I’entrainer vers le fond du puits. Cela évite a ’échantillon de remonter a la
surface du tampon et donc de contaminer les autres puits.

- Deux marqueurs de mobilité (bleu de bromophénol et xyléne-cyanol) permettant de

visualiser la migration.
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L’ADN récolté a été quantifié par spectrophotométrie. La concentration de 1’échantillon
d’ADN est déterminée en mesurant la valeur d’absorption a 260 nm. Sachant qu’une unité de
densité optique (DO) est équivalente a 50 pg/ml d’ADN double brin, la concentration d’ADN

se calcule selon la formule suivante :

[ADN] pg/ul = (Absorbance 260nm) x 50 pg/ml x Facteur de dilution/ 1000

Pour évaluer la pureté de I’ADN extrait, le rapport R (=Absorbance 260nm/ Absorbance
280nm) est calculé. Ce rapport permet d’évaluer le degré de purification des protéines
résiduelles qui absorbent a 280 nm. Un ADN double brin pur donne une valeur R variant entre
1.8 et 2.50.

Les ADN identifiés purs sont conservés a +4 °C jusqu’a I’obtention des résultats de la PCR.

Ils sont ensuite rangés dans des boites de conservation a -20 °C.

b) Détection de la présence des genes de résistance a la vancomycine et des géenes
spécifiques des espéces d’entérocoques :

Toutes les souches d’entérocoques ayant été isolé ont fait 1’objet d’une étude moléculaire.
Une PCR Multiplex a été réalisée pour détecter la présence des génes les plus courants vanA,
vanB et vanC codant pour la résistance aux glycopeptides chez les entérocoques et les genes
ddl codant pour D-alanine:D-alanine ligases, spécifiques des espéces d’entérocoques a savoir
ddl E. faecalis (spécifique a E. faecalis) et ddl E. faecium (spécifique a E. faecium).
L’identification des génes amplifiés est alors réalisée selon la taille des fragments amplifiés,
aprés migration électrophorétique en gel d’agarose. Les autres geénes de résistance aux

glycopeptides décrits (vanD, vanG, vankE...) n’ont pas été recherchés.

c) Principe de la PCR Multiplex
La PCR est une puissante technique analytique et préparatoire qui est largement utilisée.
Alors que la PCR standard utilise généralement une paire d’amorces pour amplifier une
séquence spécifique, la PCR multiplex utilise des paires multiples d’amorces pour amplifier
simultanément un grand nombre de séquences. On économise ainsi le temps et les réactifs.
Cette réaction enzymatique de polymérisation a lieu lorsqu’on met en présence les substrats et

les catalyseurs, dans des proportions bien définies.
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La réaction se déroule en trois étapes :

La dénaturation : étape au cours de laquelle les brins d”’ADN sont dénaturés, par chauffage a
94°C généralement pendant environ 1 minute. Cette étape est parfois prolongée de quelques
minutes, notamment pour permettre ’activation de polymérases protégées par des anticorps
ou des agents chimiques.

L’hybridation : étape au cours de laquelle les deux amorces se collent aux brins simples
d’ADN. La température a laquelle se déroule cette étape est un parametre critique : elle
dépend de la taille et de la composition des amorces et doit étre optimisée pour tout couple
d’amorces afin d’avoir une efficacité et une spécificité maximales (plus la température est
¢levée, plus les amorces se lieront spécifiquement au brin d’ADN cible jusqu’a une
température limite ou elles ne s’hybrideront plus).

L’élongation : étape au cours de laquelle ’ADN polymérase synthétise le brin d’ADN
complémentaire a partir de ’amorce. Elle ajoute les nucléotides complémentaires au brin
d’ADN a partir de 'extrémité 3° de ’amorce. La température a laquelle se fait cette étape est
en geneéral proche de 70-72°C. La durée est proportionnelle a la taille du fragment a amplifier
et dépend de la polymérase utilisée.

La PCR consiste a répéter plusieurs fois ces trois étapes au cours de chaque cycle thermique,
en vue d’avoir une grande quantité du fragment d’ADN cible dans le milieu réactionnel.

Tout au long de notre travail, les amplifications ont été reéalisées grace a un thermocycleur
GenAmp™ 9700 (Applied Biosystems).

d) Interprétation des résultats et contrdle de qualité

Pour chaque réaction de PCR, le témoin négatif (tube sans ADN) ne doit montrer aucune
amplification.

Le(s) témoin(s) positif(s) et le témoin de migration doivent chacun présenter une ou des
bandes de taille correspondant au(x) fragment(s) amplifié(s) du ou des génes recherchés.

Les souches dont les amplifiats ont présenté une bande de taille identique a celle du témoin
ont été considérées positives pour le gene recherché. Les souches qui ont présenté une
absence d’amplification d’un gun fragment de taille différente a celle du témoin ont été

généralement considérées négatives pour le gene recherché.
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e) Meélange réactionnel de la PCR multiplex
Le mélange réactionnel est réalisé dans un volume total de 100 puL contenant le tampon de la
Taq PCR 1x concentré ; 1.25 mM de MgClz; 125 uM de deoxyribonucléoside triphosphate
(dNTP) ; 0.4 uM de chaque amorce ; 2U de la Tag polymérase (Invitrogen, Carlsbad,
Californie, Etats-Unis) et 5 uL de I’ADN bactérien (Tableau 5).

Tableau 5: Mélange réactionnel de la PCRmultiplex pour chercher les génes vanA, vanB, vancC,

ddl E. faecalis et ddI E. faecium.

Réactifs Concentration pour un Volume en pL pour un seul
seul échantillon échantillon
Tampon 10 x 1x 10
MgCI2 (50 mM) 1.25 mM 2.5
Amorces (20 mM) (*10) 0.4 uM 2(*10)
dNTP (5 mM) 125 pM 2.5
Taq polymérase (5U/ uL) 2U 0.4
Eau de biologie moléculaire 59.6
ADN 5

Les souches de controles sont fournit par 1’institut Pasteur de France. L’ADN des souches de
contréle, inclus comme témoin positif, a été préparé en faisant une extraction par le Mini Kit
(The Pure Link Genomic DNA Kits). Les souches de contrble ainsi que les amorces utilisées
sont indiquées respectivement dans les tableaux 6 et 7. Pour le témoin négatif ’ADN est

remplacé par 1’eau bidistillée stérile.

Tableau 6: Souches controles utilisées pour détecter la présence des genes vanA, vanB, vanC, ddl E.
faecalis et ddl E. faecium.

Espéce d’entérocoque  Code  souches de référence Geénes

E. faecium BM4107 UAA 530 ddIE. faecium

E. faecalis JH2-2 UAA 174 ddIE. faecalis

E. faecium BM4147 UAA 4147 ddIE. faecium ; vanA

E. faecalis V583 UAA 432 ddl E. faecalis ; vanB (van B1)
E. faecalis BM4316 ddl E. faecalis ; vanA

E. gallinarum BM4174 UAA 604 vanC (van C1)
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Tableau 7: Couples d’amorces utilisées pour I'amplification simultanée des génes vanA, vanB, vanC,

dd! E. faecalis et ddI E. faecium.

Geéne Primer  Séquence du primer (5'3") Taille du gene (bp)
EA1l GGG AAA ACG ACAATT GC
vanA 732
EA2 GTACAATGC GGCCGTTA
EB3 ACG GAA TGG GAA GCC GA
vanB 647
EB4 TGC ACCCGATTTCGTTC
EC5 ATG GAT TGG TA(C/TT(G/T)G TAT 815/827
vanCl/vanC2
ECS8 TAG CGG GAG TG(A/C) C(CIT)(AIC) GTAA
DD13 CAC CTG AAG AAA CAG GC
ddl E faecalis 475
DD32 ATG GCT ACT TCAATTTCACG
FAC1  GAG TAA ATC ACT GAA CGA
ddl E. faecium 1092
FAC2 CGC TGATGG TATCGATTCAT

Les amplifications des genes recherchés sont réalisées selon le programme mentionné dans le tableau

8.

Tableau 8: programme d’amplification des génes vanA, vanB, vanC, dd! E. faecalis et ddl E. faecium.

Nombre de cycle Température (°C) Durée (min)
1 94 3
94 1
30 54 1
72 1
1 72 7
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f) Electrophorése des produits de la réaction PCR
Les produits de la réaction PCR sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose a 1% (FMC
Bioproducts, Rockland, ME). L’électrophorese est effectuée dans du TBE a 90 mA pendant
45 min. Une fois I’électrophorése est terminée, les profils obtenus sont visualises sous lumiere
Ultra-violette. Une photo du gel est prise avec un appareil photo numérique Olympus

(Olympus, Munich, Allemagne).

5. Amplification et séquencage du géne de I’ARNr 16S
5.1 Amplification du géne de PARNr 16 S

a) Meélange réactionnel de la PCR

La PCR séquencage de I’ARNTr 16S est intéressante pour I’identification précise des souches
d’entérocoques, pour lesquelles les galeries d’identification sont peu fiables ou ne donnent pas

de résultats satisfaisants.

Les génes d’ARNr 16S ont été amplifiés a partir de I’ADN extrait a partir des échantillons en
utilisant une amorce sens spécifique du domaine Bacteria Bact 008F et 46F spécifique aux
Planctomycetes et une amorce anti sens universelle Univ 1390R (tableau 10). L’ADN
polymérase utilisée est la TaKaRa Ex Tag (Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye,
France). La composition du mélange réactionnel est résumée dans le tableau 9. La T4 gene 32
protein (biolabs, lpswich, MA, Etats-Unis) est ajouté dans le mélange réactionnel pour

réduire I’effet inhibiteur des acides humiques sur la réaction d’amplification.

Tableau 9: Mélange réactionnel de la PCRséquencage du géne de I’ARNr 16S.

Mélange reactionnel Volume pour une amplification (ul)
Eau de biologie moléculaire 37,375

Tampon PCR x10 5

dNTP (2,5 mM chacun) 4

Amorce F (25uM) 1

Amorce R (25uM) 1

TaKaRa Ex Taq 5U/uL 0,25

T4 GEN 32 Protéine 10 pg/ uL 0,375

ADN 1

Volume final 50
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Le programme suivant a été utilis¢é pour I’amplification par PCR : aprés une dénaturation
pendant 5 min & 94°C, 25 cycles de dénaturation a 94°C pendant 1 min, hybridation des
amorces a 59°C pendant 1 min puis élongation a 72°C pendant 1 min 30 sont réalisés, suivis
par une extension finale de I’ADN a 72°C, pendant 15 minutes.

Tableau 10: Conditions de la PCR et séquencage du gene de I’ARNr 16S et les amorces utilisés.

Température Nombre

Banque Amorces Forward Amorces Reverse o
d'hybridation de cycles
008F= 1390R=
Bactérie AGAGTTTGATCCTGGCTCAG GACGGGCGGTGTGTACAA 59 °C 25
46F= 1390R=

Planctomycétales
GGATTAGGCATGCAAGTC GACGGGCGGTGTGTACAA 59 °C 30

b) Electrophorése sur gel d’agarose

La qualité de I’ADN amplifié¢ est visualisée aux U.V aprés migration sur un gel d’agarose a
1% dans du tampon TBE 0,5x. Dans chaque puits, 2 uL. de produit PCR avec 5 ul de tampon
de charge sont déposés et 5 uL de ’eau. Les produits PCR sont ensuite purifiés avec un Kit
commercial (QlAquick PCR Purification Kit Protocol, Qiagen). Aprés purification, la
quantification sur gel est ensuite réalisée dans le but de déterminer la concentration du produit

PCR purifié, par rapport au marqueur moléculaire 1Kb.
5.2 Séquencage du géne de PARNr 16S

a) Principe du séquencage
La détermination de la séquence nucléotidique repose sur la séparation éléctrophorétique de
fragments simples brin dérivés d’une méme molécule d’ADN. Ces fragments sont marqués
par des radio-isotopes ou, maintenant plus fréquemment, des fluorochromes pour permettre
leur détection. Quatre réactions sont effectuée en parallele pour obtenir des molécules
identiques a leur extrémité 5’ mais de longueurs variables, leurs extrémité 3’ étant chacune
des quatre réactions fixée par la nature de chacune des quatre bases constitutives de I’ADN

[263-265]. Ces réactions sont de nature chimique ou enzymatique.
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Dans le premier cas [263], des réactions partielles spécifiques de chacune des quatre bases
aboutissent a I’hydrolyse du fragment.
Dans le second cas, (méthode de Sanger) [264], I’élongation d’une amorce est terminée de
facgon ménagée par [Iincorporation aléatoire d’un analogue de nucléotide nommé
didésoxyribonucléotide Triphosphate (ddNTP). Le principe de la technique de Sanger est
basée sur I’utilisation de ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP et ddGTP) qui, incorporés dans une
chaine d’ADN en cours de réplication, provoquent un arrét de I’¢longation de cette chaine car
ils sont dépourvus du radical hydroxyle sur le carbone 3’ sur le squelette osidique (3’ H au
lieu de 3° OH).
Le séquencage automatique utilise une variante de la technique de Sanger en utilisant le
marquage des nucléotides a I’aide de fluorochromes.
Dans une réaction appelée « cycle sequencing » le fragment d’ADN a séquencer est obtenu
par PCR puis mis en présence d’un milieu réactionnel contenant :

e [’amorce (oligonucléotide) a partir de laquelle la synthése du néobrin sera réalisée par

une ADN polymérase
e Les 4 déoxynucléotides (dA, dT, dC, dG)
e Les 4 didéoxynucléotides (ddA, ddT, ddC, ddG) marqués chacun par un fluorochrome
distinct

e Une ADN polymérase (en général la Taq polymérase = une séquinase)

e Letampon Big Dye
Comme dans une réaction de PCR, ce mélange est soumis a une succession de cycles et
chaque cycle de séquencage est composé de trois étapes (dénaturation, hybridation de
I’amorce et élongation).
Le principe ressemble a une amplification avec une seule amorce, I’amplification est donc
linéaire. L’étape de dénaturation a 96°C sépare les 2 brins d’ADN qu’on voudrait séquencer.
Pendant I’étape de I’hybridation, I’amorce se lie a sa région complémentaire sur ’ADN
simple brin et servira comme point de départ pour la synthése du brin complémentaire par
I’ADN polymérase (une séquinase). L’ensemble est soumis a une succession de cycles de
polymérisation au cours desquels I’ADN polymérase peut, au niveau de chaque nucléotide de
I’ADN matrice, incorporer un désoxynucléotide ou un didéoxynucléotide. Dans le cas ou elle
incorpore un déoxynucléotide, la syntheése peut continuer, dans le cas contraire elle s’arréte.
Ce choix étant aléatoire, chaque base de I’ADN matrice aura statistiquement vu un certain

nombre de fois I'incorporation d’un didéoxynucléotide, si bien que le milieu réactionnel
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contient ’ensemble des molécules néosynthétisées possibles. Lors de la prochaine étape de
dénaturation, les brins d’ADN néosynthétisés sont séparés de la molécule d’ADN matrice et
un nouveau cycle de synthése peut commencer. Il résulte une solution qui contient des
fragments d’une longueur variable, marqués par un colorant fluorescent. Ces molécules sont
ensuite dénaturées puis migrées dans un gel d’éléctrophorese (polymére) afin d’étre séparées
selon leurs taille. On peut ainsi reconstituer la séquence en analysant la nature du
fluorochrome terminant chacun de ces fragments néosynthétisés, du plus petit (premier
nucléotide de la matrice) au plus grand (dernier nucléotide de la matrice). Cette analyse est
réalisée a I’aide d’un séquenceur automatique : cet appareil pourvu d’une source laser ou
infra-rouge qui excite les fluorochromes portés par les ddNTP aprés que les fragments aient
migré sur le gel. Cette excitation provoque une €émission de lumiere a une longueur d’onde
dépendant de la nature du fluorochrome. Les sighaux lumineux émis enregistrés sont ensuite

traités avec des logiciels speciaux pour les traduire en séquences nucléotidique.

b) Protocole de Séquencgage du géne de ’ARNTr 16S
Les échantillons amplifiés par PCR, ont été purifiés a I’aide de Shrimp phosphatase alcaline
(SPA) et ’exonucléase I pour éliminer les amorces et les nucléotides libres (annexes 6). La
réaction du séquengage est réalisée a I’aide des amorces sens ou antisens utilisés pour la PCR
en utilisant la technique de terminaison des chaines a I’aide des ddNTP fluorescents [264], et
le big dye « ABI Prism™ Big Dye Terminator cycle sequencing » (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Aprés réaction de séquence, les produits sont précipités par 1’éthanol et
I’EDTA. Les produits précipités sont mis en suspension dans du formamide, puis déposés
pour migration sur le séquenceur automatique 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Les séquences sont ensuite analysées par le logiciel Phrap qui permet de lire
les séquences et leur assigner une note de qualité ensuite Phrap qui assemble et aligne les
séquences et enfin le logiciel Consed qui permet I’édition et la visualisation des séquences

sous forme de succession de bases ou de chromatographes.

6. Etude de la virulence des entérocoques

6.1 Formation de biofilm

Une colonie de chaque souche étudiée (n=100) est incubée dans des tubes contenant 1mL de
BHI pendant 18h a 37°C sous agitation. Pendant ce temps, on prépare 11 microplaques qui
auront chacune un temps d’incubation (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 et 24 heures) une fois

inoculées par les souches bactériennes. Dans chaque puits de la microplaque on distribue
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160uL de milieu de culture BHI stérile et 20uL de la suspension bactérienne préalablement
préparée. Les microplaques sont recouvertes par du parafilm puis incubées pendant 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20 et 24 heures a 37°C sans agitation.

Apreés incubation, les bactéries non adhérées sont éliminées par des lavages successifs a I’eau.
Les plaques sont ensuite séchées 20 min a I’air libre. Les bactéries adhérées sont révélées par
I’addition de 200uL du cristal violet (0.1%). Aprés 15 min de coloration, le lavage est réalisé
deux fois avec de I’eau. La formation de biofilm est caractérisée par I’apparition d’un anneau
violet au milieu des puits. L’anneau des bactéries adhérées est alors solubilisé par ajout de
200 pL par puits d’une solution d’éthanol a 95% ou 200uL d’éthanol-acétone (80:20). Le
temps de contact est de 15 min.

Enfin la mesure de la densité optique (550 nm) aux intervalles de temps séparés (2, 4, 6, 8, 16,
18, 20 et 24 heures) nous permet de suivre la cinétique de formation de biofilm. Nous avons

utilisé la classification décrite par Mathur et al en 2006 [266].

6.2 Recherche des génes de virulence

Le mélange réactionnel (50 pL) nécessaire pour réaliser cette PCR est composé du tampon
Taqg 1x; 2.5 uM de MgCl;; 0.2 uM de deoxyribonucléoside triphosphate (dNTP), 0.4 uM de
chaque amorce, 2U de la Taq polymérase (Invitrogen) et Sul. d’ADN bactérien (tableau 11).

Tableau 11: mélange réactionnel pour la détection des genes de virulence asal, gelE, cylA, hyl et esp

par PCR.
Réactifs Concentration pour un Volume en pL pour un seul
seul échantillon échantillon

Tampon 10x 1x 5

MgCI2 (50 mM) 2.5uM 2.5

Amorces (20 mM) (*10) 0.4 uM 0.4 (*10)

dNTP (5 mM) 0.2 uM 2

Taq polymérase (5U/ pL) 2U 0.4

Eau de la biologie moléculaire 31.1
ADN 5

Deux souches de références : E. faecalis MMH594 (positive pour asal, gelE, cylA, et esp) et E.
faecium C68 (positive pour hyl et esp) ont été utilisées comme des témoins positifs.
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Les amorces utilisées dans cette PCR sont détaillées dans le tableau 12.

Tableau 12: amorces utilisées pour la détection de quelques genes de virulences par PCR.

Facteur de Geéne Nom de Amorces Taille du géne
virulence I’amorce (5°3) (pb)
Hémolysine CYTI ACTCGGGGATTGATAGGC
ou cytolysine Cyl A 688
CYT IIb GCTGCTAAAGCTGCGCTT
Aggrégation ASA 11 GCACGCTATTACGAACTATGA
substance asal 375
ASA 12 TAAGAAAGAACATCACCACGA
Glatinase GEL 11 TATGACAATGCTTTTTGGGAT
gel E 213
GEL 12 AGATGCACCCGAAATAATATA
Enterococcal ESP 14F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
surface esp 510
protein ESP 12R AATTGATTCTTTAGCATCTGG
Hyaluronidase HYL nl ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG
hyl 276

HYL n2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

Les microtubes sont ensuite placés dans un thermocycleur (GeneAmp® PCR system 9700).
Les amplifications sont réalisées selon le programme mentionné dans le tableau 13.

Les produits de la réaction PCR sont séparés par électrophorese sur gel d‘agarose a 1%. Dans
du TBE (Merck, Darmstadt, Germany) a 90 mA pendant 1h30 min suivant le programme
d’amplification mentionné dans le tableau 13. Dans chaque puits, 10 uL deproduit PCR avec
2 uL de tampon de charge sont déposés. Une fois 1’électrophorése terminée, les profils
obtenus sont visualisés sous lumiere Ultra-violette. La taille des bandes a été estimée en

comparant a des marqueurs de taille.

Tableau 13: Programme de la réaction PCR utilisé pour la recherche des facteurs de virulences asal,

gelE, cylA, hyl et esp.

Nombre de cycle Température (°C) Durée (min)
1 95 15
94 1
30 56 1
72 1
1 72 10
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7. Champ pulse (PFGE)

Généralement, 1’agent étiologique responsable d’une épidémie dérive d’une cellule unique,
toutes les celules issues de cette cellule seront génétiquement identiques ou tres proches. Les
organismes impliqués dans une épidémie ont donc une relation de clonalité. lls appartiennent
a la méme éspece et présentent des caractéristiques communes comme par exemple des
facteurs de virulence, des propriétés biochimiques et des caractéristiques génomiques. Un
grand nombre de techniques de typage ont été développées, et certaines permettent méme
I’é¢tude du polymorphisme au niveau de I’ADN. Mais, elles présentent des degres de
différences entre elles. Ainsi, parmi les critéres a prendre en considération pour le choix d’une
technique de typage de souches, il faut que cette technique ait une forte « typabilité », un
pouvoir discriminant élevé et étre reproductible. Le délai d’obtention des résultats et le colt
sont genéralement des criteres a concidérer pour évaluer le développement possible de la
technique dans des laboratoires d’analyses médiales et pas uniquement dans un contexte de

laboratoires de recherche.

7.1 Principe du PFGE

Le principe de base du champ pulsé est la digestion de ’ADN chrmosomique par des
enzymes de restrictions et la séparation des fragments génerés par une électrophorése. Une
enzyme de restriction est un outil biologique qui coupe, de maniere reproductible, la molécule
d’ADN dans des sites correspondant a un motif de 4, 5 ou 6 bases spécifiques a ’enzyme. On
dit aussi que I’enzyme digeére une séquence. Les tailles des fragments qui résultent de ces
coupures sont ensuite msurées. La carographie de restriction a pour objectif de reconstituer la
séquence d’ADN en réordonnant les fragments issus des digestions.

L’électrophorése en champ pulsé de I’ADN chromosomique bactérien digéré par des enzymes
de restrictions est concidérée comme la méthode de choix pour le typage moléculaire de
nombreux pathogene, dont les entérocoques.

Le champ pulsé permet de séparer des fragments d’ADN de tres grande taille, de 10 a 800kb.
Les bactéries sont enrobées dans 1’agarose avant de subir une étape de lyse in situ afin de
préserver I’intégrit¢ physique de I’ADN. Celui-ci est ensuite digéré par une enzyme de
restriction est considéré a sites rares. Le morceau d’agarose contenant 1I’ADN bactérien digéré
est placé en haut d’un gel d’agarose et I’életrophorése en champ pulsé est réalisée. La polarité
du courant est modifiée a intervalles réguliers, ce qui permet de séparer des fragments de

grande taille. Par conséquent, les fragments les plus petits vont migrer le plus rapidement.
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Le gel est coloré au BET (Annexe 2) puis exposé sur une lampe UV pour visualiser les
fragments d’ADN. Dans notre travail, ’analyse des isolats par életrophorése en champ pulsé a
été utilisée pour la caractérisation génétique des souches résistantes a la vancomycine les plus
résistantes et virulentes.

L’¢letrophorése a été réalisée avec un appareil Chef Drive DR 11l (Bio Rad laboratoires,
Hercules, CA) dans un gel d’agarose 1% et du tampon TBE 0.5X. Le gel coloré par du BET
est photographié sous lumiere UV a I’aide d’une caméra Olympus digitale (Olympus,
Minster, Germany).

7.2 Protocole du PFGE

- Repiquer les souches sur le milieu MH et incuber a 37°C pendant 18h a 24h

- Mettre en suspension quelques colonies dans un ml de tampon TN

- Mesurer et regler la DO de chaque souche a 3 a 4 McF ou (As20=5)

- Mélanger 200ul de la suspension bactérienne avec 200ul d’agarose low melting point

- Répartir le mixte rapidement dans les moules et laisser les blocs se solidifier dans une
température égale a 4°C pendant 15min

-Mettre un bloc dans 2ml de la solution de lyse EC et incuber au bain marie a 37°C pendant
3h

-Transférer les blocs dans un nouveau tube et ajouter 2ml du tampon ESP et incuber a 56°C
pendant 2h

-Laver 3 fois les blocs avec 5ml d’eau ultrapure préchauffée a 50°C et incuber au bain marie a
50°C pendant 15min sous agitation lente

- Transférer les blocs dans un nouveau tube contenant 5ml du tampon TE préchauffée a 50°C
et incuber au bain marie a 50°C pendant 15 min. Répeter cette étape 4 fois.

- Couper avec la lame de bistouri 1/4 d’un bloc et le mettre dans 100 ul de tampon de smal
(1x). Incuber pendant 15 min a 25°C dans le bain marie

- Remplacer la solution tampon par 120pl de tampon contenant 50U d’enzyme Smal et
incuber a 25°C au bain marie pendant 24h

- Mettre les blocs digérés dans 500l de TBE (0.5x) pendant 10 min

- Préparer le gel d’agarose 1% (dissou dans le TBE 0.5%) pour la migration

- Insérer les blocs dans les puits de gel d’agarose avec le marqueur de poids moléculaire et les
remplir avec 1’agarose low melting point (2% dissoudans du TBE 0.5x)

- Placer le gel dans la cuve éléctrophorése contenant 31 de TBE 0.5x et démarrer

I’électrophoreése dans les conditions suivantes :
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Bloc 1

*Initial switch time: 1s
*Final switch time: 30s
*Temps de migration: 17h
*Volts/cm: 6V/cm?
*Angle: 120°
*Température: 14°C
Bloc 2

*Initial switch time: 5s
*Final switch time: 9s
*Temps de migration: 6h
*Volts/cm: 6V/cm?
*Angle: 120°

*Température: 14°C

- Sortir le gel et le déposer dans le bac a coloration contenant 300ml d’eau stérile plus Spg/ml

de bromure d’éthidium. Laisser a 1’abri de la lumiere pendant 30 min

- Les photos des gels ont été prises sous UV par I’appareil Olympus digitale (Olympus,

Minster, Germany).

7.3 Comparaison des profils électrophoreétiques et interprétation

Les relations entre isolats reposent principalement sur la comparaison des profils obtenus.

Cette comparaison utilise tres frequemment le coefficient de similitude de Dice qui analyse

les profils deux a deux et qui correspond au rapport du nombre de fragments communs

multiplié par deux sur le nombre total de fragments observés dans les deux profils. Donc le

pourcentage de similitude entre deux profils électrophorétiques de deux souches peut étre

calculé par le coefficient de Dice, selon la formule :

D=——
2a+b+c

Ou (a) est le nombre de fragments communs aux deux souches, (b) et (c) le nombre de

fragments différents pour chacune des souches. Dans cette formule, I’importance attribuée

aux fragments différents dépend du nombre total de fragment obtenus par le marqueur

étudié. Il est en général considéré qu’une différence d’une trois bandes dans des profils de

macrorestriction de ’ADN correspond, au moins, a un événement génétique nécessaire
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pour produire cette variation et qu’une différence de quatre a six bandes correspond a au
moins deux événements génétique.

Apres la comparaison deux a deux de tous les profils, une matrice des similitudes peut étre
alors obtenue permettant de construire une représentation graphique des distances entre les
souches sous forme de dendrogramme.

Les dendrogrammes sont construits suivant la méthode Unweighted Pair Group Method
using mathematical averages (UPGMA) utilisant une moyenne arithmétique
(Biochemistry and Biotechnology Department, Rovira i Virgili University, Tarragona,
Spain) (http://genomes.urv. cat/UPGMA/index.php). Les isolats qui ont une forte

similarité (>80%) peuvent étre considérés comme dérivant de la méme souche mére.
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3éme partie : Résultats

I. Interprétation de I’échantillonnage

I.1- Fréquence des entérocoques isolés des selles humaines

La recherche des entérocoques dans les différents prélevements a été effectuée par
I’ensemencement des échantillons dans un milieu BEA. Parmi les 113 sujets qui ont fait
I’objet de notre étude, 80 (70,8%) individus ont exprimés une culture positive (bactéries
esculinase +) sur BEA et 33 (29,2%) personnes n’était pas colonisées par les entérocoques
(Figure 25).

Figure 25: Aspect des colonies d’entérocoques sur milieu sélectif bile esculine azide.

L’aspect microscopique des bactéries aprés la coloration de Gram a révélé des formes
cellulaires en cocci, disposées en paire (diplocoques) ou en courtes chainettes de couleur

violette. Ce qui correspond a l'aspect des bactéries a Gram positif (Figure 26).

Figure 26: Vue microscopique d’entérocoques
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Le résultat du test de catalase s’est révélé négatif pour toutes les souches (Pas des
dégagements gazeux), ce qui laisse suggérer que ces bactéries sont soit des entérocoques soit

des streptocoques.

Les entérocoques et les streptocoques partagent les mémes critéres macroscopiques et
microscopiques. Afin de différencier entre ces deux genres, deux tests ont été réalisés, le test
de la résistance a la chaleur et le test de la croissance sur le bouillon hypersalé. Dans notre
étude, les résultats de ces deux tests montrent que toutes les souches résistent a un traitement
thermique & 60°C pendant 30 minutes et croissent sur un milieu hypersalé (6,5% de NaCl).

Ces résultats suggérent que toutes les souches isolées appartiennent au genre Enterococcus.

Suite a cette caractérisation, nous avons déduit que sur 113 échantillons de selles collectés, un
total de 100 souches d’entérocoques a été obtenu aupres de 80 sujets colonisés. Parmi eux 20
personnes sont colonisées par deux souches différentes d’entérocoques (Figure 27).

Les colonies isolées ont été utilisées pour l'identification des espéces bactériennes.

29.2%
n=33
70.8%
n=80
Culture positive Culture négative

Figure 27: Répartition des entérocoques dans I'ensemble des prélevements des selles de la

population étudiée.
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L’étude bactérienne a été complétée par I’identification biochimique de différentes especes
d’entérocoques a I’aide de I’API - 20 STREP (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France) (Figure

28).

Figure 28: Résultat de I'identification biochimique des entérocoques par la galerie API-20 Strep.

La caractérisation biochimique des différentes espéces d’entérocoques a permis d’identifier

45 souches d’E. faecalis (45%) et 55 souches d’E. faecium (55%) avec un bon niveau de

qualité (moyenne =98,7%).

1.2 Répartition des prélevements selon le sexe

Durant la période d'étude, 66 (58.40%) sujets de sexe féminin et 47 (41.60%) de sexe

masculin ont fourni un échantillon de selle. L’étude statistique a soulignée que le sexe de la

population étudiée est un facteur significativement associés a la colonisation (tableau 14).

Tableau 14: Répartition des souches entérocoques de la population étudiée selon le sexe.

Sexe

Femme

Homme

Colonisés (n=80)

Non colonisés (n=33)

Touts les sujets (n=113)

p-value

42 (52.5%)

24 (72.72%)

66 (58.40%)

NS

38 (47.5%)

9 (27.27%)

47 (41.60%)

0.04
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1.3 Répartition des préléevements selon I'age

L’age de la population d’étude vari entre 1 an et 82 ans (age moyen : 33.8 ans, age
médiane : 33 ans). Nos résultats montrent que toutes les tranches d’age sont colonisées.
Cependant, nous constatons que la tranche d’age allant de 13 a 65 ans est la plus touchée

avec un taux elevé comparativement aux autres (Tableau 15).

Tableau 15: Répartition des souches entérocoques de la population étudiée selon I'age.

Age 1-12 ans 13-65 ans >65 ans
Colonisés (n=80) 19 (23,75%) 56 (70%) 5 (6,25%)
Non colonisés (n=33) 8 (24,24%) 22 (66,66%) 3 (9,09%)
Touts les sujets (n=113) 37 (32.74%) 78 (69.02%) 8 (7.08%)
p-value NS NS NS

1.4 Répartition des souches entérocoques selon le niveau socio-économique des zones

résidentielles

L’analyse des données du niveau socio-économiquea révélé que 88,75% des sujets colonisés
par les entérocoques habitent dans une zone résidentielle pauvre (tableau 16). Ce taux

d'isolement des entérocoques dans ces zones est statistiquement significatif.
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Tableau 16: Répartition des souches entérocoques selon le niveau socio-économique des zones

résidentielles de la population étudiée.

Niveau socio-économique Pauvre Moyen Riche

Des zones résidentielles

Colonisés (n=80) 71(88,75 %) 3 (3,75%) 6 (7,5%)
Non colonisés (n=33) 18 (54,54%) 14 (42,42%) 1 (3,03%)
Tous les sujets (n=113) 93 (82.30%) 17 (15.04%) 7 (6.19%)
p-value <0,0001 <0,0001 NS

Il. Etude phénotypique et génotypique des souches d’entérocoques

II.1 Fréquence des entérocoques résistants a la vancomycine
La caractérisation phénotypique des 100 souches d’Enterococcus selon les résultats de
I'antibiogramme a montré que 21 souches sont resistantes a la vancomycine, soit une

prévalence de 21% (Figure 29).

21%
n=21
79%
n=79
Sensibles Résistants

Figure 29: Fréquence des Enterococcus résistants a la vancomycine isolés du portage intestinal dans la

ville de Casablanca.
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1.2 Sensibilité des souches d’entérocoques aux antibiotiques

11.2.1- Profil de résistance des souches d’entérocoques

La sensibilité des souches étudiées ont montré que 88% des isolats étaient résistants a

plusieurs antibiotiques (MDR), dont 23% étaient résistants a trois antibiotiques, 37% a quatre

antibiotiques, 17% a cinq antibiotiques, 7% a six antibiotiques et 4% a sept antibiotiques

testés (tableau 7).

Tableau 17: Profils de résistance d'E. faecium et d'E. faecalis isolés a partir d'échantillons fécales

humains en milieu communautaire a Casablanca, Maroc.

Nombre
d'antibiotiques

Profil de résistance

Nombre d'E. faecium Nombre d’E. faecalis Nombre de
multirésistants multirésistants MDR (%)

R3

L, TE, E

L, E, RA
TEC, L, TE
L, TE, RA
KAN, E, RA
TE,E,RA

23%

R4

VA, TEC, L, E
TE, L, TE, E

L, TE, E, RA
TEC,L, TE, E
VA, TEC, TE, E
L, KAN, TE, E
KAN, TE, E, RA
L, GEN, TE, E
L, KAN, E, RA

37%

R5

VA, TEC, L, E, RA
VA, TEC, L, TE, E
TEC, L, TE, E,RA
L, KAN, TE, E, RA
L, GEN, TE, E, RA
L, KAN, GEN, E, RA
L, KAN, TE, E, RA

17%

WRRPRPRPRPRUN RPRPRRORPNMNEROR PRrooW,
COCOORRPRRPRO OOONROGRO COARRO

R6

VA, TEC, L, TE, E, RA
TEC, L, KAN, TE, E, RA

7%

R7

VA, TEC, L, KAN, TE, E, RA
VA, TEC, L, GEN, TE, E, RA
TEC, L, KAN, GEN, TE, E,
RA

4%

PP OODN
O ONF B~

R3 résistance a trois antibiotiques, R4 résistance a quatre antibiotiques, R5 résistance a cinq antibiotiques, R6
résistance a six antibiotiques, R7 résistance a sept antibiotiques, VA vancomycine, TEC teicoplanine, L
lincomycine, KAN kanamycine, GEN gentamicine, TE tétracycline, E érythromycine, RA rifampicine.
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11.2.2 Fréquence de la résistance

La prévalence de la résistance de I’ensemble des souches vis-a-vis des 8 antibiotiques testés
est représentée dans la figure 30. Huit antibiotiques appartenant a différentes familles ont été
utilisés pour testés la sensibilité des entérocoques. Parmi les souches analysées, aucune n’a été

sensible a ’ensemble des antibiotiques testés.

Les souches bactériennes ont montré un haut niveau de résistance a la Lincomycine (L),
I’Erythromycine (E), la Tétracycline (TE) et la Rifampicine (RA), avec un pourcentage de
résistance de 89% (n=89), 89% (n=89), 79% (n=79), 64% (n=64) respectivement. De méme,
nous notons que 23 souches (23%) sont résistantes au Teicoplanine et 15 souches (15%) sont
résistantes la kanamycine (K). Deux souches seulement ont montré une résistance a la

Gentamicine (GEN), soit une frequence de 2%.

% de résistance 89% 89%

30 7 79%

80 -
64%
70 -
60 -
50 -
40 -
21%  23%
30 -

20 A

VA TEC L KAN GEN TE E RA

Antibiotiaues

Figure30: Fréquence de résistance des souches d’entérocoques vis-a-vis des antibiotiques.
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Les souches d’E. faecium ont présenté un taux élevé de la résistantes comparativement

a E. faecalis pour touts les antibiotiques testés mis a part pour la tétracycline et la lincomycine

(Figure 31).

% de résistance

100 -

90 -

80 -

70

60 -

50 -

40 -

26%
20%

24%
18%

30 -

20 -

10 A

94%
86%

19%
12%
3%

97% W E. faecalis
(4

85% B E. faecium
80%
75%
68%

60%

VA TEC

KAN GEN

Antibiotiaues

TE E RA

Figure 31: Profil de résistance des souches E.faecalis et E.faecium aux antibiotiques.
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11.2.3 Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Tableau 18: CMI de la vancomicyne et la téicoplanine chez les ERV.

EVR CMl de la VA (mg/l) CMI de la TEC (mg/l) Interprétation
171 96 64 R
25F 64 16 R
131 64 48 R
61 128 64 R
112 L2 64 16 R
241 96 96 R
141 64 16 R
502z 128 96 R
33ZTE 64 48 R
50 96 64 R
50L 96 64 R
4 ZTE 96 64 R
11 64 48 R
101 96 64 R
31Z 96 48 R
71 128 192 R
3L 96 64 R
28 1 96 64 R
51 96 96 R
22 1 64 48 R
35 96 64 R
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Les concentrations minimales inhibitrices de la vancomycine et de la téicoplanine des souches
présentant un diamétre <17mm sont représentées dans le tableau 18. Les résultats des CMI
sont toutes supérieur a 8 mg/l pour les deux antibiotiques testés ce qui confirme le caractere

résistants aux glycopeptides de ces souches.

Figure32: E-test de la vancomycine et de la téicoplanine sur le milieu Mueller-Hinton.
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1.3 Analyse moléculaire des entérocoques résistants a la vancomycine

L’ADN de chaque souche étudiée a été analysé par PCR pour la mise en évidence des des
génes de la résistance les plus retouvés a savoir les génes vanA, vanB et vanC, codant pour la
résistance aux glycopeptides chez les entérocoques, et les génes ddl génes codant pour des D-

alanine : D-alanine ligase, spécifiques des espéces d’entérocoques (Figure 33).

MNP 1 2 3 4 > ] 78 9 10 T(

1092 pb
732 pb

475 pb

Figure 33: Détection par PCR des génes de résistance vanA, vanB, vanC et des genes spécifiques

de I'espéce ddl E.faecalis et ddl E.faecim.

MP : marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder Invitrogen)
ligne 1 : Contrdle positif 1,E. faecalis BM4316 (vanA)

ligne 2 : Contrdle positif 2, UAA 432 E. faecalis V583 (vanB)

ligne 3 : Contrdle positif 3, UAA 530 E. faecium BM4107 (Sensible)
ligne 4 : Contrdle positif 4, UAA 174 E. faecalis JH2-2 (Sensible)
ligne 5 : Contrdle positif 5, UAA 210 E. faecium BM4147 (vanA)
ligne 6 : Contrdle positif 6, UAA 604 E. gallinarum BM4147 (vanC)
ligne 7 : 61, E. faecium (vanA)

ligne 8 : 31Z, E. faecalis

ligne 9: 34Z, E. faecalis

ligne 10 : 35Z, E. faecalis

T(-) : Témoin négatif
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Les résultats de I’étude moléculaire a confirmé ceux de 1’identification biochimique des
différentes espéces d’entérocoques par la détection du géne ddl E. faecalis chez les 45
souches identifiées E. faecalis et la présence du géne ddl E. faecium chez les 55 souches
identifiées E. faecium.

Parmi les 100 isolats d'entérocoques, 21 (21%) étaient résistants a la vancomycine par
possession du géne vanA, dont 13 étaient E. faecium (23,6% de tous les E. faecium) et 8
étaient E. faecalis (17,8% de E. faecalis). Dans I'ensemble, les VRE ont été isolées de 18.6%
(21/113) des sujets de I'étude.

1.4 Amplification et séquengage du géne de I’ARNr 16S des entérocoques

11.4.1 Amplification du géne de PARNr 16S

Figure34: Séparation par électrophorese en gel d’agarose des produits de la PCR pour la recherche

du géne de I’ARNTr 16S.

Ligne 1 : Témoin négatif

lignes 2 a 14 : ADN des souches 11, 21, 51, 71, 141, 171, 201, 221, 30Z, 31Z, 32Z, 34Z et 35Z respectivement.
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I1.4.2 Séquencage de ’ARNr 16S
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Figure 35: Génotypage par séquencage d’une portion du géne de I’ARNr 16S de la souche 5I, en

utilisant séparément les amorces sens 008F et anti-sens 1390R par le logiciel Chromas Pro.
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1.5 Arbre phylogénétique

E. faecium 171 (2) Rsistante

11.5.1 E. faecium

E. faecium 49Z (9)
E. faecium 14L1RA (32)
E. faecium 31Z (106)
E. faecium 40Z (112)
15 E. faecium 6l (5) Rsistante
E. faecium 25F (3)Rsistante

E. faecium 25L1 (88)

E. faecium 30Z (105)

I E. faecium 33ZE (25)

- I—I E. faecium 141 (20) Rsistante
52 E. faecium 24RA (29)
E. faecium 5 (70)
E. faecium 13 (86)
56 E. faecium 33ZL (23)
E. faecium 51 (72)
E. faecium 7 (74)
E. faecium 120L (117)

E. faecium 69 (83)

E. faecium 50Z (21) Rsistante
E. faecium 20 (90)

- E. faecium 52 (82)
E. faecium 25| (60)
99 E. faecium 132 (84)
E. faecium 41 (40)

o | E. faecium 105 (71)

E. faecium 41Z (113)

E. faecium 14 (81)

E. faecium 472Z (121)

E. faecium 6 (73)

E. faecium 15 (80)

E. faecium 50ZE (22)
29 E. faecium 71 (45) Rsistante
E. faecium 11L1 (120)

E. faecium 38Z (8)

E. faecium 44Z TE (35) Rsistante

E. faecium 45Z- (118)
E. faecium 55 (63)
E. faecium 32Z (11)

E. faecium 241 (12) Rsistante

99 E. faecium 3IL (39)
E. faecium 43Z (64)
E. faecium 13l (4) Rsistante
27 E. faecium 71L (30)

E. faecium 10l (43) Rsistante
E. faecium 101 (76)

22
E. faecium 17 (17)

E. faecium 26 (16)

56 E. faecium 2 (69)

E. faecium 50 (33) Rsistante

E. faecium 41 RA (47)
E. faecium 5l (51) Rsistante

E. faecium 112L2 (7) Rsistante

E. faecium 42Z (14)

78 E. faecium 83 (98)

0.0020

Figure 36: Arbre phylogénétique d’E. faecium reposant sur le séquencage du gene codant pour ’ARNr 16S.
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11.5.2 E. faecalis

38 E. faecalis 50L (34) Rsistante
o5 ‘ _I_— E. faecalis 51Z (59)
E.

faecalis 3 (57)

14
E. faecalis 22| (53) Rsistante
E. faecalis 34Z (107)
6 42 |
100 | E. faecalis 94 (49)
E. faecalis 11 (79)

E. faecalis 14L1E (31)
30

E. faecalis 22| (6)
60 |

E. faecalis 4 (58)

88|

E. faecalis 20l (67)
E. faecalis 29Z (104)
E. faecalis 14IL TE (19)

12 E. faecalis 35Z (108)

E. faecalis 25L2 (10)

E. faecalis 24E (28)

E. faecalis 44Z (36)
0

E. faecalis 28| (48) Rsistante

8 | E. faecalis 112L1 (91)
E. faecalis 36Z (119)

9 | E. faecalis 2! (38)

| E. faecalis 16 (87)

E. faecalis 22 (97)

E. faecalis 271 (68)

(=)

46 | E. faecalis 152 (92)
|

E. faecalis 24 (125)
0 E. faecalis 11 (37 )Rsistante

13 | E. faecalis 37Z (50)

90 | E. faecalis 178 (100)

E. faecalis 18 (93)
100

E. faecalis 94 (103)

E. faecalis 35 (55) Rsistante
E. faecalis 14IL (18)

0 E. faecalis 33Z (24)

E. faecalis 31Z (44 )Rsistante
1

E. faecalis 28 (54)

E. faecalis 106 (1)

| E. faecalis 67L (122)

12

E. faecalis 14L1 (123)
13

E. faecalis 23 (15)

E. faecalis 33Z TE (26) Rsistante
E. faecalis 33Z KAN (27)

10 |

E. faecalis 161L2 (65)
62 | E. faecalis 3IL (46) Rsistante

0.0020

Figure 37: Arbre phylogénétique d’E. faecalis reposant sur le séquencage du géne codant pour ’ARNr 16S.
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llI- Cinétique de formation du Biofilm et recherche des génes de virulences

.1 E. faecium
111.1.1 Cinétigue de formation de biofilm

Nos résultats montrent que toutes les souches d’E. faecium ont pu adhérer a la surface de
polystyrene et former un biofilm a partir de 2h mais a une densité variable avec un maximum

de formation & 24h d’incubation (figure 38).

]
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Figure 38: Cinétique de formation de biofilm chez E. faecium au cours de 24h.

111.1.2 Intensité de formation de biofilm

La majorité des souches ont formé un biofilm de faible intensité au cours des deux premieres
heures. Ensuite nous avons constaté que la biomass de formation de biofilm s’est accentuée de
4h a 10h d’incubation, puis elle s’est modérée jusqu'a 16h. Les souches ont repris la capacité

de la formation intense de biofilm de 18h a 24h.

On note également que toutes les souches ont formé un biofilm intense a 22h d’incubation
(figure 39 et tableau 19).
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Figure 39: Intensité de formation de biofilm en fonction du temps chez E. faecium.

Tableau 19: Classification de I'intensité de formation de biofilm en fonction du temps d’incubation

chez E. faecium.

Biofilm 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 22h  24h

Faible 9444 1296 1296 1296 1296 9,26 9,26 0,00 14,81 129 0,00 16,67

Modéré 5,56 1,85 0,00 o000 000 61,11 629 7037 18 000 0,00 3,70

Fort 0,00 8519 88,89 8889 8889 31,48 29,63 31,48 8519 88,89 101,85 79,63
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111.1.3 Comparaison de la formation de biofilm chez les EVR et les EVS

On note que les souches d’E. faecium résistantes a la vancomycine ont une capacité
supérieure a former le biofilm comparativement aux souches sensibles a la vancomycine

durant toutes les heures d’incubations (figure 40).

et

=== F faecium VanR

—O— E. faecium VanS

Biomasse de biofilm

Temps en heure

Figure 40: Différence de formation de biofilm chez E. faecium sensibles et résistants a la

vancomycine

*p-value=0.04 (différence significative).

I11.1.4 Comparaison de I’intensité de biofilm chez les EVR et les EVS

Nos résultats montrent qu’a 22h, la totalité des isolats d’E. feacium sensibles et résistants a la

vancomycine forment un biofilm intense.

On constate aussi que les souches d’E. faecium VanS forment plus de biofilm de forte
intensité comparativement  aux souches E. faecium VanR durant toutes les heures
d’incubation appart a 16h ou le pourcentage de souches formatrices de biofilm intense est

presque semblable (figure 41).

108



Theése Hannaoui. |

L o Fort
g Modere
g Faible

Wanld
Wanli
Yans

Intensité de formation de biofilm (%)
Yans

16h

=]

o
=
[}
-
=

Temps en heure

Figure 41: Comparaison de l'intensité de formation de biofilm chez les souches d’E. faecium sensibles

et résistantes a la vancomycine.

*p<0.05; ***: p<0.001.
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I11.1.5 Comparaison du niveau de la résistance chez les isolats d’E. faecium sensibles et

resistantsa la vancomycine

Le profil de résistance montre que 87.27% (n=48) des souches d’E. faecium sont

multirésistantes. Nous avons trouve que les souches qui forment un fort biofilm étaient plus

résistantes a la tiecoplanine, la kanamycineet la tetracycline (tableau 20).

Tableau 20: Etude de I'antibiorésistance chez les souches d’E. faecium sensibles et résistantes a la

vancomycine.

Faible % (n) Modéré %(n) Fort %(n)
VanR VanS VanR VanS VanR VanS
P p p
(4) (5) (1) (1) (8) (36)
TEC 50% (2) 0 NS 0 100% (1) | NS |37.5% (3)| 22.22% (8) NS
L 75% (3) % (5) NS | 100% (1) | 100% (1) | NS | 75% (6) 83.33% (30) NS
KAN 0 % (2) NS 0 100% (1) | NS |12.5% (1) | 11.11% (4) NS
GEN 0 0 - 100% (1) 0 - 0 5.55% (2) NS
NS 100% NS NS
TET 75% (3) %(5) 100% (1) | (1) 75% (6) 66.66%(24)
ERY 100% (4) %(5) NS | 100% (1) | 100% (1) | NS | 75% (6) 88.88% (32) NS
RIF 50% (2) %(4) NS | 100% (1) | 100% (1) | NS | 25% (2) 63.88% (23) NS

n: nembre, TEC: teicoplanine, L: lincomycine, KAN: kanamycine, GEN: gentamicine, TET: tetracycline,

ERY: erythromycine, RIF: rifampicine, NS: nont significatif;S: significatif.

p<0.05 est statistiquement significatif.
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111.1.6 Prévalence des genes de virulences

La présence des genes codant pour les facteurs de virulence potentiels a été étudiée par PCR
multiplex. La figure 40 montre une éléctrophorese des génes de virulences chez les souches

d’E. faecium.

Figure 42: Gel de migration pour la recherche des genes de virulences hyl, asal, gelE, cylA et esp par

PCR chez E. faecium.
Ligne 1 : Marqueur de poids moléculaire 100 pb
Ligne 2 :E. faecalis MMH594 (contrdle positive pour asal, gelE, cylA et esp)
Ligne 3 : 241, souche négative pour touts les genes recherchés
Ligne 4 : E. faecium C68 (contrdle positive pour hyl et esp)
Ligne 5 : 42Z, souche esp positive

Ligne 6 : Témoin négatif
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Parmis 55 isolats d’E. faecium, 25.45% étaient positifs pour le géne esp, 21.81% étaient
positifs pour le géne hyl, et 3.63% possédent les deux genes (esp et hyl) a la fois. Les genes

cylA, gelE et asal genes n’ont pas été détéctés dans nos souches d’E. faecium (Table 21).

Nous ne soulignons que méme les souches qui n’hébergent pas les génes de virulences sont
capables de produire le biofilm, ce qui nie la probable association entre la présence des genes

de virulence et la formation de biofilm.

Tableau 21: Fréquence des genes de virulence chez E. faecium.

Les isolats Les isolats
Geénes de résistants a la sensibles a la p-value Tout les isolats
virulence vancomycine vancomycine n=55
n=13 n=42

esp 38.46% (5) 21.42% (9) NS 25.45% (14)

hyl 15.38% (2) 23.80% (10) NS 21.81 % (12)
esp, hyl 0 4.76% (2) NS 3.63% (2)
Négatif 30.76% (4) 40.74% (17) NS 38.18% (21)
Touts 100% (13) 100% (42) - 100% (55)
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I11.1.7 Etude de la virulence et la résistance qux anatibiotiques des souches d’E. faecium

résistantes a la vancomycine

Le profil de résistance montre que toutes les souches d’E. faecium VanR sont multirésistantes

et sept de ces souches (53.84%) hébergent un facteur de virulence (tableau 22)

Tableau 22: profils de résistance et génes de virulence d’E. faecium résistants a la vancomycine.

EVR Profil de résistance Génes de Virulence
171 VAN-TEC-L-ERY-RIF -
25F VAN-TEC-L-TET-ERY esp
13l VAN-TEC-L-TET-ERY-RIF esp

6l VAN-L-ERY hyl

1121L.2 VAN-TEC-L-TET-ERY esp
241 VAN-TEC-L-TET-ERY -
141 VAN-TEC-L-TET-ERY -
50Z VAN-TEC-L-TET-ERY -
50 VAN-TEC-L-ERY-RIF -
44 Z TE VAN-TEC-L-TET-ERY-RIF -

101 VAN-TEC-TET-ERY hyl

71 VAN-TEC-L-GEN-TET-ERY-RIF esp

51 VAN-TEC-L-TET-ERY-RIF esp

113



Theése Hannaoui. |

ll.2 E. faecalis
111.2.1 Cinétique de formation de biofilm

Touts les isolats d’E. faecalis ont une forte capacité de former un biofilm a partir de 2h avec
une densité variable qui diminue de 12h a 14h et qui atteint le maximum a 24h d’incubation
(figure 43).

Hiomass de biofilm (1)

Temps en heure

Figure 43: Cinétique de formation de biofilm chez E. feacalis au cours de 24h.
111.2.2 Intensité de formation de biofilm

Au cours des huit premiéres heures d’incubation, la majorité des souches d’E. faecalis ont
formé un biofilm de forte intensité (plus de 79.55%). Ce pourcentage a diminué durant les
trois heures d’incubation qui suivent. Nous avons constaté que la biomass de formation de
biofilm s’est accentuée a 16h, avec un maximum (100%) de souches formartrice de biofilm

intense a 22h d’incubation (figure 44 et tableau 23).
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Figure 44: Intensité de formation de biofilm en fonction de temps chez E.faecalis.

Tableau 23: Classification de I'intensité de formation de biofilm en fonction du temps d’incubation
chez E.faecalis.

Biofilm 2h 4h 6h 8h 10h  12h 14h  16h  20h  22h  24h

Faible 17,78 20,00 13,33 20,45 227 227 222 20,00 1333 0,00 22,22

Modéré 2,22 222 0,00 0,00 5227 4318 4222 000 222 0,00 13,33

Fort 80,00 77,78 86,67 79,55 4545 5455 5556 80,00 84,44 100 64,44
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111.2.3 Comparaison de la formation de biofilm chez les EVR et les EVS

Les résultats de la comparaison de la formation de biofilm chez E. faecalis sont représentés
dans la figure 45. On a trouvé que les souches d’E. faecalis sensibles a la vancomycine ont
formé plus de biofilm comparativement aux souches résistantes a la vancomycine durant

toutes les heures d’incubations appart a 6h et a 24h.
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Figure 45: Différence de formation de biofilm chez E. faecalis sensibles et résistants a la

vancomycine.
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I11.2.4 Comparaison de I’intensité de biofilm chez les EVR et les EVS

Nous avons trouvé que les souches d’E. faecalis VanS forment plus de biofilm de forte
intensité comparativement aux souches E. faecalis VanR durant toutes les heures
d’incubation appart a 22h ou la totalité des isolats d’E. feacalis sensibles et résistants a la
vancomycine forment un biofilm intense (figure 46).
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Figure 46: Comparaison de l'intensité de formation de biofilm chez les souches d’E. faecialis sensibles

et résistantes a la vancomycine.
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I11.2.5 Comparaison de la résistance aux antibiotiques chez les isolats d’E. faecalis

sensibles et résistants a la vancomycine

Les souches d’E. faecalis VanS qui formentun fort biofilm étaient plus résistantes a la

lincomycine, la kanamycine, la gentamicine, la tetracycline, I’érythromycin et la rifampicine.

Cependant, les isolats d’E. faecalis VanR ont montré une résistante élevée a la teicoplanin
(tableau 24).

Tableau 24: Etude de I'antibiorésistance chez les souches d’E. faecalis sensibles et résistantes a la
vancomycine.

Faible % (n) Modéré %(n) Fort %(n)
VanR Van$S VanR Van$ VanR Van$
p p p

(2) (8) (1) (5) (5) (24)
TEC | 100% (2) 0 S 0 20% (1) NS 40% (2) 16.66% (4) NS
L 100% (2) | 87.50% (7) | NS | 100% (1) | 80% (4) NS 80% (4) | 95.83%(23) | NS
KAN | 50% (1) | 12.50% (1) | NS 0 20% (1) NS 0 12.50% (3) NS
GEN 0 0 - 0 0 - 0 4.16% (1) NS
TET | 100% (2) 75%(6) NS | 100% (1) | 100% (5) NS 60% (3) 87.5%(21) NS
ERY |100% (2) | 62.50%(5) | NS | 100% (1) | 80% (4) NS 80% (4) | 91.66% (22) | NS
RIF | 100% (2) | 62.50%(5) | NS | 100% (1) | 100% (5) NS 40% (2) | 58.33%(14) | NS

n: nembre, TEC: teicoplanine, L: lincomycine, KAN: kanamycine, GEN: gentamicine, TET: tetracycline,

ERY: erythromycine, RIF: rifampicine, NS: nont significatif, S: significatif.

p<0.05 est statistiquement significatif.
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111.2.6 Prévalence des genes de virulences

La présence des genes codant pour les facteurs de virulence potentiels a été étudiée par PCR
multiplex. La figure 45 montre une éléctrophorese des génes de virulences chez les souches

d’E. faecalis.

Figure 47: Gel de migration pour la recherche des genes de virulences virulence hyl, asal, gelE, cylA et

esp par PCR chez E. faecalis.

M : Marqueur de poids moléculaire 100 pb

Ligne 1 :E. faecalis MMH594 (contrdle positive pour asal, gelE, cylA et esp)
Ligne 2 : E. faecium C68 (contrdle positive pour hyl et esp)
Ligne 3 : 221, souche gelE positive

Ligne 4 : 23, souche gelE positive

Ligne 5 :14IL, souche gelE positive

Ligne 6 : 51Z, souche gelE positive

Ligne 7 : 71L, souche négative pour touts les génes recherchés
Ligne 8 : 14L1, souche gelE positive

Ligne 9 : 30Z souche négative pour touts les genes recherchés
Lignel0 : 34Z souche négative pour touts les génes recherchés
Lignell : 45Z, souche négative pour touts les génes recherchés
Lignel2 : 37Z, souche asal positive

Lignel3: 50L, souche asal positive

Lignel4 : 33Z, souche cylA et esp positive
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C : Contrble négatif

Nos résultats montrent que 22 souches (48.88%) possédent un seul gene de virulence. Les
génes gelE, asal et esp sont présents dans 6 souches (13.33%) et le géne cylA est présent dans
4 souches (8.88%). Les isolats qui hébergent deux genes représentent 11.10% des souches
d’E. faecalis. Le profil «esp, gelE » est detecté chez une seule souche (2.22%), et les
profils« esp, cylA » et « esp, hyl » ont été détectées dans 2 souches (4.44%) (tableau25).

Tableau 25: le pourcentage des genes de virulences chez E. faecalis.

Les isolats

Genes de résistants a la Les isolqts Touts les
virulence vancomycine sensibles a Ia_ p-value |so_lats
n=8 vancomycine n=37 n=45
gelE 0 16.21% (6) NS 13.33% (6)
asal 25% (2) 10.81% (4) NS  13.33% (6)
esp 25% (2) 10.81% (4) NS  13.33% (6)
cylA 12.5% (1) 8.10% (3) NS 8.88% (4)
esp, gelE 0 2.70% (1) NS 2.22% (1)
esp, cylA 0 5.40% (2) NS 4.44% (2)
esp, hyl 12.5% (1) 2.70% (1) NS 4.44% (2)
Négatif 25% (2) 37.83% (14) NS  35.56% (16)
Touts 100% (8) 100% (37) - 100% (45)
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111.2.7 Etude de la virulence et la résistance qux anatibiotiques des souches d’E.faecalis

résistantes a la vancomycine

Le profil de résistance montre que toutes les souches d’E. faecalis résistantes a la

vancomycine sont multirésistantes et la plus part de ces souches (75%) hébergent au moins un

facteur de virulence (tableau 26)

Tableau 26: profil de résistance et genes de virulence d’E. faecalis résistants a la vancomycine.

EVR Profilde résistance Génes de
virulence
221 VAN-TEC-TET-ERY -
35 VAN-L-TET-ERY-RIF -
33ZTE VAN-L-TET-ERY-RIF asal
50L VAN-TEC-L-ERY-RIF asal
11 VAN-TEC-L-KAN-TET-ERY-RIF cylA
317 VAN-L-TET esp
3IL VAN-TEC-L-KAN-TET-ERY-RIF hyl, esp
281 VAN-TEC-L-TEC-ERY-RIF esp
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IV-Champ pulsé

L’¢lectrophorése en champ pulsé utilisant une endonucléase de restriction Smal & faible
fréquence de coupure permettant ainsi d’avoir des fragments d’ADN. Les similarités entre les
profils, basées sur la position des fragments restreints, sont calculées a I’aide du coefficient
de Dice avec une tolérance maximale de 1%. Des dendrogrammes sont construits suivant la
méthode Unweight Pair Group Method with arithmetic mean. Les isolats qui ont une forte
similarité peuvent étre considérés comme dérivant de la méme souche mere. Les typages
moléculaires des 11 souches d’EVR les plus virulentes et résistantes ont montré suite a leur
soumission a une électrophorése en champ pulsé, qu’elles appartenaient a différents
pulsotypes. La différence dans le profil basee sur le coefficient de similitude de Dice a montré

qu’ils appartiennent aux differents clones avec des degreés de similitude inférieure a 80%.

espece Génesde  Profil de résistance
résistance
ISF E. faecium  vanA VAN-TEC-L-TET-ERY
131 E. faecium  vanA VAN-TEC-L-TET-ERY-RIF
50L E. faecalis  vanA VAN-TEC-L-ERY-RIF
50 E. faecium vanA VAN-TEC-L-ERY-RIF
bl E. faecium  vanA VAN-L-ERY
33LTE E. faecalis  vanA VAN-L-TET-ERY-RIF
1121 E. faecium vanA VAN-TEC-L-TET-ERY
1 E. faecalis  vanA VAN-TEC-L-KAN-TET-ERY-RIF
28| E. faecalis  vanA VAN-TEC-L-TEC-ERY-RIF
1 E. faecium  vanA VAN-TEC-L-GEN-TET-ERY-RIF
31Z E. faecalis  vanA VAN-L-TET
20 40 60 8 190
Similarity (%)

Figure 48: dendrogrammes des souches d’entérocoques résistantes a la vancomycine, réalisés par la

méthode Unweight Pair Group Method with arithmetic mean, aprés électrophorese en champ pulsé.
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4eéme partie : Discussion

Les épidémies d’entérocoques résistants aux glycopeptides représentent actuellement un
probléme de santé publique émergent en Amérique du nord et en Europe. Le risque est de se
retrouver rapidement dans une situation épidémique semblable a celle d’autres pays européens
géographiquement proche de notre territoire. En outre la présence de ces souches
naturellement multirésistantes colonisant de nombreux patients est une difficulté additionnelle
pour le contréle des infections. Pour y faire face la prise en charge de facon appropriée de la
survenue d’une colonisation ou d’une infection a ERV et la prévention de leur diffusion
épidémique dans le milieu communautaire Marocain, représentent un enjeu capital et

correspondent aux objectifs de cette étude.

Facteurs de risque associés a la colonisation

Au cours de notre travail, parmi 150 échantillons de selles recues de la part des habitants des
différents quartiers a Casablanca, seulement 113 ont été inclus dans I’étude. Les prélevements
qui ont été écartes (37 échantillons de selles) appartiennent soit a des professionnels de
la santé, a des patients hospitalisés durant les 6 mois qui précedent I’étude ou a des patients
sous traitement d’antibiotiques ou présentant une pathologie quelconque. Ils n’ont donc pas
répondu aux critéres d’inclusions des souches a étudier. La répartition de la population
étudiee sur le territoire de la ville de Casablanca nous a laissé supposer que nos souches
d’entérocoques isolées étaient choisies au hasard et nous a donné une idée sur les éspéces

d’entérocoques qui circulaient dans cette ville de plus de 4 millions d’habitants.

Cette étude rapporte la fréquence de la résistance antibactérienne des entérocoques isolés a
partir des échantillons de matieres fécales prélevés auprés des Homme dans le milieu
communautaire a Casablanca. Les entérocoques ont été trouvés dans 70.8% des échantillons
de selle de la population étudiée. Les germes qui ont été écartés de cette étude (29.2%), ont
montré une discordance d’identification (par exemple la culture négative sur BEA ou
I’absence de noircissement de ce milieu, le résultat négatif du test de croissance sur un
bouillon hyper salé ou du test de la résistance a la chaleur). Cette proportion de sujets dans la
communauté qui sont colonisées par les entérocoques est approximativement semblable a
celle trouvée dans des études précédentes, ou 70-80% de la communauté portait ces micro-

organismes.
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L’identification phénotypique et génotypique a montré que les isolats obtenus dans cette étude
étaient E. faecium (55%) suivi par E. faecalis (45%). Cette répartition des espéces retrouvée
est comparable a celle rapportée en Ethiopie ou I’E. faecium prédominait sur les isolats de

I’E. faecalis provenant des tractus intestinaux des patients hospitalisés [267].

On souligne que le taux de colonisation enregistré chez les sujets de sexe feminin (52.5%) est
supérieur a celui enregistré chez le de sexe masculin (47.5%). Ce résultat est en accord avec
une étude faites en Algérie, ou les souches d’entérocoque étaient majoritairement isolées chez
les femmes avec un pourcentage de 59% [268], et s’oppose a celui rapporté en Ethiopie avec
une prevalence de 50.7% pour les hommes [267]. Toutefois, et se basant sur la conclusion
d’autres auteurs, Le sexe n'était pas un facteur de risque significatif associé a la colonisation

par les entérocoques et spécifiguement par les EVR [269, 270].

Nos résultats montrent également que toutes les tranches d’age peuvent étre colonisées par les
entérocoques avec des taux variables. Le nombre maximal de colonisation est retrouvé chez la
catégorie d’age allant de 16 ans a 65ans comprenant 70% des souches isolées et dont 84%
sont des sujets agés de plus de 50 ans. Ceci peut s’expliquer par le terrain fragilis¢é des
personnes agees qui peuvent présenter des maladies sous-jacentes non diagnostiqué, (diabete,
cancer du colon, insuffisance rénale, insuffisance cardiaque...). Par ailleurs, en Iran, une étude
qui porte sur les facteurs de risque associée a la colonisation avec les EVR a montrée que la

prévalence est plus élevée chez la tranche d’age allant d’une année a 16 ans [269].

L’analyse des données du niveau socio-economique des zones résidentielles a révélé que
88.75% des sujets colonisés par les entérocoques habitent dans une zone résidentielle pauvre.
Ce taux d'isolement des entérocoques dans ces zones est statistiquement significatif. Ceci peut
étre expliquer par la situation sanitaire globale des habitats dans ses différents composantes, y
compris le manque d'assainissement et le nombre élevé des membres de la famille vivant dans
une petite superficie, ce qui accroit le risque de la contamination et la colonisation par les

entérocoques.
Résistance des entérocoques aux antibiotiques

Le genre Enterococcus possédent de nombreuses résistances naturelles aux antibiotiques
comme les aminosides (a bas niveau), les fluoroquinolones, les céphalosporines ou encore la
clindamycine chez toutes les espéces sauf E. faecium, E. hirae et E. durans. Ces nombreuses

résistances naturelles expliquent en partie 1’émergence de certaines espéces comme germes
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opportunistes nosocomiaux et communautaires. En plus de ces résistances dites naturelles, de
nombreuses résistances acquises aux principales classes d’antibiotiques utilisées dans le
traitement des infections a entérocoques que sont les pénicillines, les glycopeptides et les
aminosides lorsque ces derniers sont utilisés en association (haut niveau de résistance), ont été

rapportees [271].

Les aminosides (AG) se lient & la sous-unité 30S des ribosomes bactériens, induisant une
modification conformationnelle au niveau de I’ARN 16S [272]. Cette modification permet la
liaison d’ARN de transfert non apparenté, entrainant de nombreuses erreurs de traductions,
avec production de protéines anormales [273]. Cela stimule la formation de radicaux libres,
conduisant a la mort bactérienne [274]. Les entérocoques peuvent acquérir des geénes de
résistance aux AG, ce qui leur confére une résistance de haut niveau, empéchant ’effet
synergique avec les antibiotiques inhibant la synthese de la paroi. Le plus souvent, la bactérie
acquiert une « enzyme modifiant les AG » (AME pour Aminoglycoside Modifying Enzyme),
ce qui lui confére une résistance de haut niveau a un ou plusieurs AG. Par exemple, les
entérocoques porteurs de I’enzyme bifonctionnelle Aac (6”)-le-aph (2°”)-1a sont résistants a la
plupart des AG disponibles en pratique clinique (gentamicine, tobramycine, amikacine,
kanamycine et netilmicine), mais pas a la streptomycine. Plus rarement, les bactéries
acquiérent un géne codant pour une ARN 16S méthyltransférase, aboutissant a une
modification de I’ARN ribosomal, et a une résistance aux AG. Les deux types d’enzymes de
résistance (AME et ARN 16S méthyltransférase) sont fréquemment présentes sur des
pathogenes issus d’Asie. Les geénes de résistance aux AG peuvent provenir de plasmides
contenant également des séquences de résistance aux fluoroquinolones ou des bétalactamases

a spectre élargi [275].

Nous avons cherché La résistance a la gentamicine car elle est fréquemment utilisée comme
indicateur de la résistance aux AG (sauf la streptomycine) [276]. Le taux d'entérocoques
présentant une résistance a la gentamicine de haut niveau observée dans cette étude (2%) était
inférieur & celui observé en Ethiopie (34.2%) [277], au Mexique (35.4%) [278], en Algérie
(54,4%) [268], en Espagne (66%) [279] et en Egypte (56%) [280]. Il ressort de ce résultat
qu’il existe une certaine variation de la résistance a la gentamycine d’un pays a ’autre mais

cet antibiotique reste un bon choix thérapeutique au Maroc en cas d’infection a Enterococcus.

Nous avons déterminé également le taux des isolats d’entérocoques résistants a un autre

antimicrobien de la famille des AG qui est la Kanamycine. La résistance a cet antibiotique
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retrouvé (15%) représente un taux élevé a celui rapporté dans une étude antérieur (8.5%)
[281].

D’autre part, il est connu que les macrolides, les lincosamides et les streptogramines (MLSg)
appartiennent a un méme groupe, du fait d’'un mode d’action proche (inhibition de la synthese
protéique par fixation sur I’ARN 23S de la sous-unité 50S du ribosome bactérien) et d’une
résistance croisée entre ces antibiotiques. Le phénotype de résistance MLSg constitutive (c)
défini par une résistance simultanée a I’érythromycine et la lincomycine, a été identifi¢ chez
78%, alors que le phénotype MLSg inductible (i) (montrant une résistance a 1’érythromycine
et une sensibilité a la lincomycine, avec un aplatissement de la zone d’inhibition autours du
disque contenant I’antibiotique on inducteur « lincomycine » en regard du disque inducteur

« érythromycine », formant une zone en forme de D) n’a pas été détecté.

Cing souches ont exprimé une résistance aux macrolides par efflux (phénotype MSy) ; La
résistance isolée de I’érythromycine et 1’absence de zone en forme de D entre un disque
d’érythromycine et un disque de lincomycine permettent de reconnaitre ce phénotype, bien
qu’une recherche de la présence du géne mef Soit sollicitée pour confirmer ce type de

résistance.

Dans notre étude des profils de resistance de nos isolats a partir des antibiogrammes a montré
que les souches d'entérocoques isolées présentent un taux de résistance a 1’érythromycinede

89%. Ce taux de résistance est supérieur a ceux retrouvés en Algeérie [268] et en Egypte [280].

La résistance obtenue pour la lincomycineest de 89%. Contrairement a ce que témoigne une

étude menée en France qui montre une résistance plus élevée a cet antibiotique (98%) [282].

Deux autres antibiotiques : tétracycline et rifampicine, assez utilisés au Maroc étaient moins
actifs avec des taux de résistance de 79% et 64% respectivement. Ces résultats, en accord
avec ceux rapportés par ailleurs [281, 283, 284]. Les taux élevés de la résistance pourront étre
justifies par le fait qu'a Casablanca, comme partout au Maroc, ces antibiotiques sont

disponibles a des prix accessibles et parfois méme sont livrés sans prescription médicale.

L’acquisition de la résistance a la tétracycline peut s’effectuée par différents mécanismes,
parmi lesquels le mécanisme d’efflux codés par les génes tet K et tet L, protection de la sous
unité du ribosome codée par les génes tet M, tet O ou tet S, ainsi qu’un mécanisme inconnu
codé par le géne tet U [285], Alors que la résistance a la rifampicine est médiée par des

mutation dans le géne rpo B qui code pour la sous unité de ’ARN polymérase [286].
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A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude qui rapporte la fréquence du portage fécal
des VRE dans la communauté marocaine et en Afrique. Cette étude a révélé que le taux
d'isolement des VRE dans la ville de Casablanca était de 21%, ce qui est plus élevé de celui
rapporté dans les communautés de la République tchéque (0.4%) [287], la Suisse (4.9%)
[288], le Mexique (6.7%) [289], I'Allemagne (12%) [290] et la France (12%) [291]. Il a été
rapporté que le portage intestinale communautaire des VRE dépassait 21% dans certains pays
comme le Taiwan (24.9%) [292] et la Belgique (28%) [293]. La vancomycine est
l'antibiotique de dernier recours lors de nombreuses infections causées par des bactéries a
Gram positif. La résistance a cet antibiotique est due a ’acquisition de la souche de ’opéron
Van, codant pour des enzymes impliquées dans la synthese de précurseurs du peptidoglycane

de faible affinité pour la vancomycine [294].

La teicoplanine, un autre antimicrobien de la famille des glycopeptides, a été examiné. Nous
avons trouvé un taux de resistance de 23% a cet antibiotique. Dans une étude iranienne, Le
profil de résistance était difféerent de celui de notre étude, ou les isolats étaient résistants a la
téicoplanine atteint 3% [295]. Cela montre que la résistance varie d'une région a l'autre ou
d'un établissement a l'autre dans la méme région. Par conséquent, il est essentiel de connaitre
l'antibiogramme des isolats d'entérocoque dans une zone donnée pour élaborer une politique

convenable en matiére de prescription médicale [296].

Le fait que les VRE soient isolées aupreés des sujets de la communauté suggere que de telles
souches se sont peut-étre déja propagees dans la communauté générale au Maroc. En outre, le
risque de colonisation par les VRE est lié a la propagation de la résistance aux glycopeptides

chez des bactéries pathogénes, y compris S. aureus résistant a la méticilline (SARM) [297].

En concordance avec des études antérieures, parmi les six genes de la résistance a la
vancomycine qui codent pour la résistance aux glycopeptides, seul le vanA a été trouvé dans
tous les isolats des VRE [288, 293]. Outre le niveau élevé de résistance aux glycopeptides
conféré par le gene vanA, les plasmides transférables hébergeant ce géne présentent également
d'autres génes codant pour la résistance a d’autres antibiotiques [298]. La dissémination de
ces plasmides entre les especes d'Enterococcus peut conduire a la production d'entérocoques

multirésistants.

Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques ont révélé que la plupart des isolats
étaient résistants a trois ou quatre antibiotiques qui sont couramment utilisés dans la thérapie

des infections aux entérocoques. La détection des entérocoques multirésistants dans cette
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étude, en particulier VRE, est alarmante puisque ces organismes limitent le nombre de choix
thérapeutique disponible aux cliniciens. Dans la présente étude, E. faecium a montré une
incidence plus élevée de la résistance aux antibiotiques testés comparativement a E. faecalis.

Des résultats similaires sont rapportés dans une étude réalisée en Europe [299].

Pouvoir pathogéne des entérocoques

Le rble pathogéne des entérocoques reste controverseé dans un certain nombre de pathologies
telles que les infections intra-abdominales, les infections urinaires ou les bactériémies, le
pouvoir pathogéne de ces germes, modeste pris isolément, est trés largement majoré par des

mécanismes de synergie dans les infections polymicrobiennes [300].

Les infections communautaires a entérocoques sont essentiellement dues a E. faecalis (80 a
90% des cas) et a E. faecium (5 a 10% des cas), il s'agit principalement d'infections urinaires
basses, de pyelonéphrites, de bactériémies et d'endocardites [276]. D’autres infections moins
communes sont la méningite, I’ostéomyélite hématogene, I’arthrite septique, les infections
néonatales et la pneumonie [276]. Dans certaines infections telles que les endocardites, les
infections urinaires et génitales, les méningites et infections néonatales, I'entérocoque est isolé
comme seul agent pathogene alors qu'il est presque toujours en association avec d'autres
bactéries (anaérobies du genre Bacteriodes, entérobactéries) dans les infections intra

abdominales et dans les suppurations des plaies chirurgicales d'origine abdominale [300].

Les infections du tractus urinaire constituent la source d'isolement la plus fréquente des
entérocoques, qui sont impliqués dans approximativement 10% de toutes les infections des
voies urinaires, leur incidence a augmenté surtout chez les immunodéprimés, les porteurs
d'infections urinaires compliquées ou d'uropathies malformatives ou présentant des facteurs

de risque comme une instrumentation, une antibiothérapie préalable [301].

La septicémie due aux entérocoques est fréquemment associée aux infections des voies
urinaires et, dans de plus rares cas, aux endocardites, le plus souvent une procédure invasive a
destinée diagnostique ou thérapeutique (le sondage urinaire, ou I’exploration endoscopique
par exemple) est I'€élément responsable de la septicémie. La septicémie polymicrobienne est
trées commune et la mortalité est généralement élevée, probablement en raison de pathologies

sous-jacentes et des facteurs de complication [301].

Les entérocoques sont considérés depuis leurs premieres descriptions comme étant une cause

importante d’endocardite, elles viennent au troisieme rang de l'ensemble des endocardites (5 a
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15 %) et sont principalement dues a E. faecalis (80%). Les endocardites a entérocoques sont
observées le plus fréquemment chez les hommes &gés, souffrant souvent d'infections des
voies urinaires ou venant de subir des tests invasifs impliquant de l’instrumentation, c’est
ainsi que I'infection surviennent sur une valvulopathie préexistante dans 17 % des cas et sur
prothese valvulaire dans 25 % des cas et la porte d'entrée est urinaire dans plus d'un tiers des
cas [301]. La survenue fréquente d'une insuffisance cardiaque, aggrave le pronostic des
endocardites a entérocoques dont la mortalité est évaluée a 20%. Bien que l'endocardite due
aux entérocoques soit une sérieuse infection, celle-ci est moins commune que les bactériémies
[302].

Les entérocoques peuvent également €tre responsables d’infections abdominopelviennes, par
exemple en cas de perforation digestive (péritonite appendiculaire, diverticulaire, perforation
d’origine traumatique), ou d’infections hépatobiliaires (cholécystite, abces hépatique). Il
s’agit alors le plus souvent d’infections poly microbiennes, dans lesquelles le role pathogeéne

de I’entérocoque reste incertain [303].

Les infections néonatales constituent une entité pathologique bien distincte, quand elles
surviennent c'est généralement sur terrain fragilise (prématurité, faible poids de naissance,
résertion intestinale). Elles se caractérisent par une survenue précoce d'une bactériémie

accompagnée d'une détresse respiratoire et d'une meningite [304].

Devant I’émergence de souches résistantes aux glycopeptides et en particulier de souches
multi-résistantes appartenant au complexe clonal CC17, des impasses thérapeutiques ont
rapidement été rapportées des les années 1990, neécessitant la synthése de nouvelles
molécules, efficaces contre ces souches. Ces molécules comme le linézolide, la daptomycine,
la quinupristine-dalfopristine ou encore la tigécycline ont été développées a cet égard.
Cependant, de nouveau des cas d’échecs thérapeutiques ou I’apparition de souches résistantes

ont été rapidement rapportés dans la littérature [305-308].
Traitements des inféctions dues aux entérocoques

Le traitement habituel des infections a entérocoques repose soit sur 1’ampicilline (ou
I’amoxicilline), soit sur la vancomycine associé¢e a la gentamicine dans les infections sévéres.
Ces antibiotiques ne sont pas utilisables en présence d’E. faecium résistants aux glycopeptides

car ils sont presque toujours résistants a I’ampicilline.
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Face a cette impasse thérapeutique, le développement de nouveaux antibiotiques a permis
d’apporter quelques solutions. Le premier antibiotique développé a été la quinupristine
dalfopristine, une streptogramine injectable, dérivée de la pristinamycine [309]. La nécessité
d’une administration de cet antibiotique par cathéter central, ’apparition de résistance chez
E. faecium (environ 10 %) et la résistance naturelle, constante, d’E. faecalis en ont limité son
usage. Le linézolide, seul représentant d’une nouvelle famille, les oxazolidinones,
administrable en intra veineux ou par vie orale, est actif contre les ERG (CMI modale 1 mg/l)
quelle que soit I’espece, et a été utilisé dans cette indication [309]. Alors que la fréquence de
I'utilisation de cet antibiotique allait croissant, quelques souches d’ERG résistantes au
linézolide, parfois épidémiques, ont été rapportées, notamment aux Etats-Unis [310]. La
résistance est due a des mutations ribosomiques au niveau du site de fixation de
I’oxazolidinone. La tigécycline est une glycylcycline qui a Dintérét, par rapport aux
tétracyclines classiques, d’étre active contre les souches résistantes a ces dernieres [309]. Les
souches cliniques résistantes sont exceptionnelles. Cependant, ’expérience clinique avec la

tigécycline dans le traitement des infections a ERG est trés limitée.

Ces trois antibiotiques récemment développés sont bactériostatiques contre les entérocoques.
Seule la daptomycine, un nouveau lipo-peptide cyclique administrable par voie intraveineuse,
se montre bactéricide. Cependant, cet antibiotique a surtout été développé contre les
staphylocoques et I’expérience clinique, insuffisante dans les infections a entérocoques, ne
permet pas son utilisation dans le cadre de I’autorisation de mise sur le marché. Au total, si
plusieurs antibiotiques sont maintenant disponibles, I’efficacité de la plupart d’entre eux dans

les infections a ERG reste a valider.
L’émérgence des ERV dans I'environnement

Puisque les génes de résistance aux antibiotiques sont, en partie, transférés via des plasmides,
les entérocoques peuvent contribuer a la propagation des résistances aux antibiotiques dans
I'environnement [298]. Plusieurs études ont montré que le taux d'isolement des ERV a
augmenté dans I’environnement et dans les hopitaux dans le monde entier [311]. Le
mécanisme de propagation dans ces cas n'est pas encore défini. 1l a été suggéré que les
patients colonisés pendant leur hospitalisation pourraient étre la source de la transmission
[289].
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L’entérocoque peut croitre et survivre dans la plupart des milieux, pendant des périodes de
temps variant de 5 jours a environ 4 mois, selon les conditions environnementales. La
littérature fait état de nombreuses situations dans lesquelles I’environnement a été¢ impliqué
dans la transmission de ’ERV [312]. Notamment, le fait de séjourner dans la méme chambre
qu’un porteur d’ERV ou dans une chambre préalablement occupée par un porteur d’ERV a

été identifié comme un facteur de risque pour I’acquisition de ’ERV [313, 314].

L’ensemble des études tendent a démontrer que I’environnement, pris dans son sens large,
joue un role important dans la transmission de ’ERV [315-317]. Notamment, une étude a
démontré une association entre la diminution de la contamination environnementale par
I’ERV et I’incidence de I’ERV chez les patients [315]. La contamination des surfaces et des
objets de I’environnement immédiat des patients porteurs d’ERV est fréquente et peut toucher
les cloches d’appel, téléphones, télécommandes de téléviseur, interrupteurs de lumieres, ainsi
que les equipements de soins comme les stéthoscopes, les thermomeétres électroniques, les

¢lectrodes d’ECG, les saturométres et autres équipements [317-322].

Une étude a permis de constater que 42 % (21/50) des rideaux séparateurs étaient contaminés
par P’ERV. Dans cette méme ¢étude, la contamination des mains du personnel associ¢e a la
manipulation des rideaux contaminés a également été observée, d’ou la possibilité de
transmission a la clientéle non porteuse [323]. Il est de plus démontré que I'uniforme du
personnel devient freguemment contaminé lorsque des patients porteurs séjournent dans une
unité de soins [320].

Les mesures touchant I’organisation des lieux physiques, dont les chambres individuelles avec
toilette non partagée, 1’équipement dédi¢ en nombre suffisant et les mesures d’hygieéne et
salubrité revétent donc une importance cruciale, tout comme les pratiques de base et les

précautions additionnelles contre la transmission par contact.

La contribution relative de I'utilisation judicieuse des antibiotiques pour le controle de '’ERV
demeure inconnue. L’utilisation de la vancomycine ou de la teicoplanine a été associée a la
colonisation et/ou a I’infection par '’ERV dans plusieurs études; parfois la réduction de son
utilisation a mené a une élimination ou un meilleur contrdle de I’ERV, bien qu’en général
cette réduction ait été accompagnée de plusieurs autres mesures [317, 324]. Par ailleurs,

d’autres études arrivent a des conclusions différentes [325, 326].
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L’utilisation des céphalosporines, surtout a large spectre, a aussi été identifiée comme un
facteur de risque de colonisation [327, 328], bien que certaines études n’ont pas démontré une
telle association [326, 329]. Les antibiotiques ayant une activité anti-anaérobique
(clindamycine, métronidazole, céfotetan, ticarcilline-acide clavulanique) ont aussi été associés
avec un risque augmenté d’acquisition de ’ERV, de méme que les quinolones, et les
carbapenem [326, 330, 331]. La pipéracilline-tazobactam est un des rares antibiotiques a avoir
¢été associé a un risque plus faible d’acquisition de ’ERV dans certaines études [327, 332],

bien que cette observation n’a pas été corroborée par d’autres études [333].

La diminution globale de I'utilisation des antibiotiques a ét€¢ moins étudiée mais a €té associée
a la maitrise de quelques éclosions [334]. L’antibiothérapie est généralement considérée
comme un facteur de risque associé a la dissémination de ’ERV. La revue de la littérature
réalisée par Muto et al. a permis aux auteurs de conclure que I’utilisation des antibiotiques
favorise le développement d’une flore résistante, mais que I’acquisition de ’ERV dans les
milieux de soins se fait principalement par la transmission par contact [312]. Certains
soutiennent que cela représente méme un facteur de risque de développer une infection a ERV
[335]. Le controle de I’utilisation d’une classe particuliére d’antibiotique aura probablement
moins d’impact qu’une réduction globale de [I'utilisation des antibiotiques qui viserait
particuliérement ceux qui ont été associ€s le plus souvent avec ’ERV (agents avec activité
anaérobie, céphalosporines a large spectre, quinolones, carbapénémes, glycopeptides). Il est
reconnu que l’utilisation judicieuse des antibiotiques doit étre intégrée dans I’approche

multifactorielle requise pour la prévention et le controle de I’ERV.

Etude de la virulence des entérocoques

Dans ce travail, nous avons étudié la cinétique de formation de biofilm par les entérocoques
qui ont une place importante et croissante dans les infections communautaires et
nosocomiales. La prévalence de la production de biofilms varie dans le monde. Nous avons
trouvé que I’ensemble des souches d’entérocoques (d’E. faecium et d’E. faecalis) isolées du
portage intestinal ont pu adhérer a la surface de polystyréne et former un biofilm. Ce résultat
est similaire a une étude faite au Japon, réalisée sur des isolats d'E. faecalis causant des
infections des voies urinaires [336], et supérieur a celui rapporté au Bangladesh ou 68% des
isolats d’entérocoques nosocomiales provenant d'infections des voies urinaires produisent le
biofilms [337]. En revanche, d’autres travaux suggerent que les souches d'E. faecalis
produisent plus de biofilm que les isolats d’E. faecium. A Rome, Italie, 80% d’E. faecalis et

48% d’E. faecium isolés de patients infectés ont pu former des biofilm [338]. A Pampelune,
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en Espagne, 57% d’E. faecalis isolés de divers isolats cliniques sont des formateurs de biofilm
[339]. A Sardaigne, Italie, la production de biofilm a été identifiée chez 87% d’E. faecalis et
16% d’E. faecium des isolats cliniques [340]. La différence de la prévalence de la production
du biofilm par les entérocoques peut étre di soit a la méthode utilisée pour la détection du

biofilm soit a I’origine des isolats [296].

On note que nos souches ont formé un biofilm a partir de 2h, mais a une densité variable avec
un maximum de formation de biofilm a 24h d’incubation. Selon I’intensité du biofilm formé
nous avons différenci¢ les isolats d’entérocoques en souches fortes (79.63%, 64.44%),
modérées (3.70%, 13.33%) et faibles (16.67%, 22.22%) pour E. faecium et E. faecalis
respectivement. Nos résultats different de ceux trouvés par Sindhanai et ses collégues, qui ont
rapporté que 34% de leurs isolats ont formeé un biofilm fort, 49% ont formé un biofilms
moderés et 17% ont formé un faible biofilm [341]. Alors que Hashem et ses collegues ont
trouvé que seulement 5.5% des isolats cliniques ont formé un fort biofilm, 42% ont formé un
biofilm modéré, 48% ont formé un biofilm faible et 4.5% des souches sont non biofilmiques
[342]. 1l a été rapporté dans la littérature que la différenciation de I’intensité de formation de
biofilms peut étre associer a la substance d'agrégation, car ce gene est frequemment trouvé
chez les isolats modeérés et forts [342]. L'étendue de la formation de biofilms et la
différenciation entre la capacité de formation de biofilms faible, moyenne et forte sont
importante dans 1’approche clinique, car la possibilité de I’implication des souches

formatrices de biofilm dans I’infection des patients hospitalisés pourrait étre séricuse [343].

Nous avons porté intérét a 1’étude de I’éventuelle association entre la résistance des
entérocoques aux antibiotiques et la formation de biofilm. Pour E. faecium, les souches
résistantes a la vancomycine ont une capacité supérieure a former le biofilm comparativement
aux souches sensibles a la vancomycine durant toutes les heures d’incubations. Cependant les
E. faecium VanS forment plus de biofilm de forte intensité comparativement aux souches

E.faecium VanR.

Contrairement a E. faecium, on a trouvé que les souches d’E. faecalis sensibles a la
vancomycine ont formé plus de biofilm comparativement aux souches résistantes a la
vancomycine durant toutes les heures d’incubations appart a 6h et a 24h. En outre, les souches
d’E. faecalis VanS forment plus de biofilm de forte intensité comparativement aux souches

E. faecalis VanR durant toutes les heures d’incubation appart a 8h ou ¢ I’inverse et qu’a 22h,
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la totalité des isolats d’E. faecalis sensibles et résistants a la vancomycine forment un biofilm

intense.

Concernant les souches d’ERV, il semblerait qu’il n’y a pas de liens entre la résistance a la
vancomycine et la formation de biofilm. ce résultat est identique a ceux publiés dans d’autres
études, qui signalent qu’aucune corrélation significative n'a été observée entre la
multirésistance des entérocoques et la formation de biofilm [296, 344]. En effet, d’autres
auteurs suggeérent que les micro-organismes producteurs de biofilm sont plus résistants aux
antibiotiques [345]. La compréhension des mécanismes de résistance des biofilms aux
antibiotiques, est devenue un challenge aussi bien pour la communauté médicale que pour la
recherche fondamentale, d’autant plus que cette problématique rejoint trés intimement la
propagation de souches multirésistantes ces derniéres années. En effet, il est maintenant bien
établi que les transferts horizontaux de génes et en particulier ceux relatifs a la résistance aux
antibiotiques se font a une fréquence beaucoup plus importante entre les cellules d’un biofilm
qu’entre leurs homologues planctoniques. Outre ces résistances génétiques, 1’organisation
spatiale des biofilms peut étre a 1’origine de tolérance aux antibiotiques et de chronicité

d’infections toute aussi préoccupantes.

Les entérocoques ne sont pas des bactéries trés virulentes par rapport aux Staphylococcus ou
aux Pneumococcus, pour devenir pathogénes, ils ont besoin d'exprimer des caractéristiques de
virulence associées a l'adhésion, la translocation et la disparition de la réponse immunitaire. |l
existe plusieurs facteurs de virulence chez E. faecalis et E. faecium qui sont impliqués dans la
pathogenese des infections entérococales. Dans cette étude, tous les isolats d'E. faecalis et
d’E. faecium ont été examinés pour chercher la présence de genes cylA, esp, asal, hyl et gelE
codant pour la cytolysine, protéine de surface de l'entérocoque, substance d‘agrégation,
hyaluronidase et gélatinase respectivement par amplification genique. gelE et asal sont les
genes les plus fréquemment détectés chez E. faecalis. Pour les isolats d’E. faecalis, Nos
résultats sont en accord avec ceux rapportés par d’autres auteurs qui ont trouvé que les genes
gelE et asal étaient les génes de virulenceles plus répandus parmi les isolats d'E. faecalis
et E. faecium prélevés sur des échantillons cliniques [346, 347]. Cependant, certains rapports
ont indiqué l'absence ou la faible incidence du gene gelE chez les isolats d'E. faecalis
et d’E. faecium [348, 349]. Nous avons soulignés ’absence du gene asal chez les souches
d’E. faecium ce qui est appuiée par d’autres €tudes antérieures [347, 349]. Par ailleurs,

d’autres travaux ont souligné la présence trés rare du géne gelE chez E. faecium alors qu’il est
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largement présent chez les isolats d’E. faecalis [350, 351], cependant deux études [352, 353]

n‘ont trouvé aucun géne gelE dans un grand groupe d’isolats d’E. faecium.

D’autres études ont montré que le géne gelE, qui hydrolyse la gélatine, le collagéne et
I'hnémoglobine, est associé au développement des biofilms chez les souches d’E. faecalis [354,
355]. Cependant, dans une vaste collection d'isolats d'E. faecalis, aucune relation significative
n'a été trouvée entre la présence du géne gelE et la formation de biofilm [356, 357]. Cette
étude a montré que la formation de biofilm était plus fréquente dans les isolats gelE négatifs
que dans les isolats gelE positifs. Cela était particulierement vrai pour les isolats ayant la
capacité de former des biofilms forts. Il est possible que les types de séquences géniques des
isolats d'E. faecalis dans cette étude different de ceux des études précédentes, ou que des
facteurs inconnus contribuent a la formation de biofilms forts chez E. faecalis [358]. Pour les
souches d'E. faecium, une étude a confirmé qu’il y a pas d'association entre la gélatinase et la
production de biofilm [359]. Ce résultat ne concorde pas avec ceux d'autres travaux qui
rapporte quele genes gelE étaient plus fréquents dans les souches formatrices de biofilm [343,
360].

La substance d’agrégation (SA) est une adhésine bactérienne codée par un plasmide qui
assure un contact efficace entre les bactéries donneuses et les bactéries receveuses, facilitant
ainsi I'échange plasmidique [361]. En plus de sa fonction adhésive au cours de la conjugaison
bactérienne, la SA agit sur I'adhérence d’E. faecalis a diverses cellules eucaryotes in vitro et
joue un réle essentiel dans la colonisation de I'hdte. L'adhérence des bactéries aux tissus de
I'nGte est une étape cruciale dans le processus d'infection et la présence de SA dans les
souches peut conduire a l'accroissement de la capacité de colonisation [358]. Une étude
suggere que la combinaison de f hemolysine et de la substance d'agrégation entraine une
mortalité accrue dans I'endocardite due a E. faecalis [362]. Concernant 1’association entre la
présence du gene asal et la formation de biofilm, il a été rapporté que cette derniere
estfavorisée parle géne asal chez E. faecalis [363]. Le role de la SA dans la formation de

biofilm est sous-rapporté et nécessite un complément d'étude [358].

Chez E. faecium, esp et hyl étaient les seuls facteurs de virulences retrouvés. L’analyse du
profil des genes de virulence montre que 3.63% d’E. faecium et 11.10% d’E. faecalis
hébergent deux geénes de virulences a la fois. Ce résultat s’oppose a d’autres études qui
rapportent que les isolats d’E. faecium n’hébergent pas plus qu’un facteur de virulence [349,

364]. L’émergence des souches d’E. faecium hébergeant a la fois plusieurs facteurs de
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virulences ainsi que les genes qui codent pour la multirésistance aux antimicrobiens, pourrait

conduire & une mauvaise gestion de I'infection dd aux I'entérocoques [365].

le gene esp a aussi un rdle important, il code pour une protéine associe a la paroi bactérienne
qui est impliqué dans 1’échappement immunitaire [366]. Des études antérieures ont associé la
présence du géeneespetla formation de biofilm [339, 358]. Il a étédémontréque le géne esp
renforce la formation de biofilm intense chez E. faecalis [296, 367]. De méme, une étude
japonaise antérieure a montré que les isolats d’E. faecalis exprimant le géne esp formait des

biofilms a un taux significativement plus élevé que ceux qui sont dépourvu de ce géne [336].

D’autres travaux ont souligné que la présence du gene esp d’Enterococcus résistants aux
antimicrobiens isolés d’urine a entrainé une forte formation de biofilm et une ferme adhérence
aux cellules hotes [296, 354]. Une autre étude indienne a montré que les isolats producteurs
de biofilm moyens et forts étaient particulierement esp positifs [368]. En revanche, deux étude
sur des isolats cliniques et de laboratoire d'E. faecalis n'ont revelé aucune relation
significative entre la formation de biofilm et la présence d’esp [357, 369]. Dans ces études,
aucune association d'esp, avec une formation de biofilm faible ou forte n'a été trouvée. Des
résultats similaires ont déemontré que la formation de biofilm in vitro se produit, non
seulement en absence d'esp, mais aussi en absence de toute I'lle de pathogénicité qui héberge
la séquence codante pour ce géne [369]. L’explication de 1’éventuel implication des facteurs

de virulence dans la formation du biofilm nécessite des recherches supplémentaires [358].

D'autres facteurs de virulences sont élaborées par les entérocoques notamment les enzymes
hydrolytiques produites, telles que la hyaluronidase [370]. C’est une enzyme qui dégrade
I'acide hyaluronique, constituant majeur de la matrice extracellulaire des cellules animales. Il
a été rapporté que le gene hyl codant pour la hyaluronidase est plus fréquent chez les souches
biofilm positives [371]. Différents résultats ont été trouvé [360]; les auteurs ont montré que
les que les souches présentant le gene hyl avait une capacité de formation de biofilm
significativement plus faible, ce qui indique que les isolats porteurs de ce géne préférent un

mode de vie planctonique plutét qu'un mode de vie par biofilm.

La cytolysine est I'un des facteurs de virulence les plus étudiés. Cette toxine peptidique lyse
les cellules animales en générant des pores dans la membrane cellulaire. La production de la
cytolysine semble étre un facteur de risque important lié aux entérocoques pathogénes, ce
mécanisme de lyse est une stratégie bactérienne pour contourner les réactions immunitaires de

I'n6te [361]. Les genes de cytolysine sont souvent portés par des plasmides et régulés par des
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phéromones. La fréquence de mortalité causée par une infection par entérocoque
B-hémolytique est cing fois supérieure a celle observée par une infection a entérocoques non
B- hémolytiques [372]. 1l a été démontré que le gene cylA était associé & une faible formation
de biofilm [358]. Par ailleurs, aucune différence significative n'a été observée entre la
formation de biofilm et la présence des genes cylA dans les isolats pathogenes et fécaux
[344].
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CONCLUSION :

Les souches bactériennes qui ont fait ’objet de cette étude ont montré un haut niveau de
résistance a la lincomycine (L), ’erythromycine (E), la tétracycline (TE) et la rifampicine
(RA), avec un pourcentage de résistance de 89% (n=89), 89% (n=89), 79% (n=79), 64%
(n=64) respectivement. De méme, nous notons que 23 souches (23%) sont résistantes au
teicoplanine et 15 souches (15%) sont résistantes la kanamycine (K). Deux souches seulement

ont montré une résistance a la Gentamicine (G), soit une fréquence de 2%.

Les souches d’E. faecium ont présenté un taux élevé de la résistantes comparativement a
E. faecalis pour touts les antibiotiques testés mis a part pour la tétracycline et la lincomycine.
La sensibilité des souches étudiées ont montré que 88% des isolats étaient résistants a

plusieurs antibiotiques (MDR).

Les résultats de I’é¢tude moléculaire a confirmé ceux de I’identification biochimique des
différentes espéces d’entérocoques par la détection du geéne ddl E. faecalis chez les 45
souches identifiées E. faecalis et la présence du géne ddl E. faecium chez les 55 souches
identifiees E. faecium. Parmi les 100 isolats d'entérocoques, 21 (21%) étaient résistants a la
vancomycine par possession du géne vanA, dont 13 étaient E. faecium (23.6% de tous les
E. faecium) et 8 étaient E. faecalis (17.8% de E. faecalis). Dans I'ensemble, les ERV ont été
isolées de 18.6% (21/113) des sujets de I'étude.

La totalité de nos isolats ont la capacité¢ de produire le biofilm. L’étude de I’intensité de
formation de ce dernier, montre que la majorité des souches ont formé un biofilm de haute
intensité au cours des premieres heures avec un maximum de formation a 22 heures
d'incubation. Pour les deux especes d’entérocoques isolés, les souches VanS ont formé de
fort biofilm comparativement aux souches VanR. Contrairement a E. faecium, les souches
VanS d’E. faecalis ont formé plus de biofilms que les VanR. Aucune corrélation entre la

résistance a la vancomycine et la production de biofilm n'a été trouvée.

Les genes codant pour la gélatinase (gelE), La protéine de surface (esp) et la substance
d'agrégation (asal) ont été les principaux déterminants de la virulence chez E. faecalis. 27 de
ces souches (60%) possedent au moins un gene de virulence. les genes gelE, asaletesp ont été
détectés respectivement dans 6 souches (13.33%), et cylA a été trouve dans 4 isolats (8.88%).
Les souches contenant deux génes présentent 11.11% des isolats d'E. feacalis, dont une

souche (2.22%) posséde «esp, gelE» et 2 souches (4.44%) hébergent«esp, cylA »

138



Theése Hannaoui. |

et «esp, hyl » respectivement. Pour E. faecium, 25.45% (n=14) étaient positifs pour esp, 21.81
% (n=12) étaient positifs pour hyl et 3.63% (n=2) avaient a la fois les génes esp et hyl. Les
génes cylA, gelE et asal étaient totalement absents chez toutes les souches d’E. faecium.
Aucune association n'a été observée entre les genes de virulence et la formation de biofilm

chez E. faecalis et E. faecium.
PERSPECTIVES :

Pour mieux caractériser les souches d’ERV, nous envisageons élargir notre population
d’étude sur une grande population de souches communautaires et nosocomiales, qui circulent

dans les principaux hopitaux et villes du Maroc.

D’autres part, nous pensons a réaliser des tentatives de transfert des genes de résistance a la
vancomycine entre une souche résistante (donatrice) et une autre sensible a la vancomycine
(réceptrice) afin de répondre a la question du rdle essentiel des bactéries commensales comme
source de dissémination de la résistance dans la communauté marocaine. Et enfin chercher les
autres genes virulences qui existent chez les entérocoques tels que CME (composantes de la
matrice extracellulaire), Ace (adhésine de liaison au collagéne d’E.faecalis), Scm (Seconde
adhésine de liaison au collagéne d’E. faecium), Acm (adhésine de liaison au collagéne d’E.

faecium).
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LES ANNEXES

ANNEXE 1 : Formulaire de consentement de participation a une recherche biomedicale

Titre de I’étude : Caractérisation phénotypique et génotypique et étude de la virulence des
entérocoques résistants a la vancomycine isolés du portage intestinal en milieu

communautaire a Casablanca, Maroc.

Je  SOUSSIGNE(E)  ..oiviriiitiii i (nom et prénom du
sujet),j’accepte de participer a I’é¢tude nommée « Caractérisation phénotypique et
génotypique et étude de la virulence des entérocoques résistants a la vancomycine isolés du

portage intestinal en milieu communautaire a Casablanca, Maroc ».

Les objectifs et modalités de I’étude m’ont été clairement expliqués par Mlle Imane

HANNAOUIL.

Je consens au prélévement, a leur conservation et a leur utilisation ultérieure dans le cadre de
cette étude. J’accepte que les informations qui se rapportent a I’étude puissent étre
accessibles aux responsables de I’étude et éventuellement aux autorités de la santé. A
I’exception de ces personnes, qui traiteront les informations dans le plus strict respect du

secret medical, mon anonymat sera préeserve.

J’ai bien compris que ma participation a 1’étude est volontaire.

Je suis libre d’accepter ou de refuser de participer, et je suis libre d’arréter & tout moment ma

participation en cours d’étude.

Apres en avoir discuté et avoir obtenu la réponse a toutes mes questions, j’accepte librement

et volontairement de participer a la recherche qui m’est proposée.

Nom et signature de l'investigateur Signature du sujet
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Formulaire de participation a I’étude

A o e et eaae s
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ANNEXE 2 : Liste des milieux de culture et de solutions utilisés

Le bouillon d’enrichissement ceeur-cervelle (Brain Heart Infusion : BHI) : Le bouillon
cceur-cervelle est un milieu nutritif tamponne, servant a cultiver des microorganismes
exigeants et non exigeants. Il s’est révélé efficace pour la culture d’un grand nombre de
microorganismes, y compris de nombreux types de pathogenes, ainsi que le développement
des bactéries stressées et en faible quantité. Composition du BHI : Formule approximative par
litre d'eau purifiée

Cceur-cervelle, infusion a partir de (matieres solides) ......... 6,00
Digestion peptique de tissu animal ............ccccoceveieneiennenn 6,09
Chlorure de SOdium ........cccoiiiiiie e 500
DEXIIOSE ...t 309
Digestion pancréatique de gélating ...........ccccoovvviiiieneenn. 145¢
Phosphate diSOdiQUE ..........cccoveiiiiniiiic e 2549

Le BHI hypersalé contient 6.5% de chlorure de sodium en plus des ingrédients énumérés ci-

dessus.

Milieu Bile Esculine Azide (BEA) : C’est un milieu sélectif d’isolement et de différenciation
des streptocoques fécaux : Enterococcus et genre Streptococcus du groupe D.
e [’azide de sodium provoque I’inhibition des bactéries a Gram négatif.

e La bile de beeuf empéche la croissance des bactéries a Gram positif.

Composition du BEA :Pour 1 litre de milieu :

TIYPLONE. ittt 17,009
Peptone pepsique de VIANAE ..........cccvevveeieieeieiieeece et e 3,009
Extrait autolytique de IeVUre..........ccvevviieiiecce e, 5,00 g
Bile de baeuf bactériologique ........cccueeeeeeriieiiienieeieeeee e 10,00 g
Chlorure de SOQIUML.......ccuiiieiiie e 5,009
ESCUIING .. 1,009
Citrate ferrique ammoniacal.............c.ccooeevieiiiiecci e 0,50 ¢
Azide de SOIUM ....oviiiicce e 0,15¢g
Agar-agar bactériologique..........cccvevviieviiiecce e 13,00 ¢
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PH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,1 £0,2.

La gélose Mueller-Hinton (M-H) : C’est le milieu de référence pour les tests de sensibilité
des germes aux antibiotiques et sulfamides. Sa formulation est conforme aux
recommandations du CLSI, du CA-SFM ou de ’EUCAST. Elle peut également étre
additionnée de sang pour réaliser I'antibiogramme des germes fragiles, tels que Haemophilus

influenzae, Neisseria et Streptococcus pneumoniae.

La composition du MH :

Infusionde viande de beeuf: ............... 300,0 ml
Peptone de Caséine ©..........coeevieriiriiiiiiiiiieeenannns. 175¢g
Amidon de mais ......oceiiiiiiii e I.5¢g
N 170 g
EBaudistillée : ... qsp 1 litre
pH=7,4

EDTA (Disodium ethyl diamine tétraacétate) 0.5M pH=8

- Dissoudre 93,05g d’EDTA dans 40 ml d’eau distillée.

- Agiter vigoureusement en ajustant le pH a 8 avec du NaOH 10N..
- Ajuster le volume final a 500 ml

- Aliquoter et autoclaver.

TBE 0.5X

TS HC . o 0.045M
- Acide borique & ..o 0.045M
SEDT A 0.001M
pH=8.3
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Bromure d’éthidium 10 mg/ml (BET)

- Ajouter 1g de BET a 100 ml d’eau distillée.

- Laisser dissoudre sous agitation et couvrir le flacon avec du papier aluminium.
- Stocker a température ambiante.

C’est un produit mutagéne, travailler avec des gants et un masque

Tampon de charge

- Bleu de bromophénol (BBP) = ..., 12.5 mg
S XYICNE & o 12.5 mg
= GIYCErol 30%0 & ..vei i 1.5ml

- Compléter a 10 ml avec de I’eau distillée.

166



Theése Hannaoui. |

ANNEXE 3 : Coloration de Gram

- Déposer une goutte d’eau stérile
- Etaler quelques colonies de la culture bactérienne a ’aide d’une anse de platine stérilisée
- Secher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen

- Colorer le frottis par le violet d gentiane ou le cristal violet. Laisser agir 30 secondes a une

minute
- Ajouter le lugol et le laisser agir 20 secondes ; Rincer avec I’eau distillée

- Verser goutte a goutte ’alcool sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration

(5 2 10 secondes). Rincer sous un filet d’eau distillée.

- Recolorer a la fuchsine. Laisser agir pendant 30 secondes pendant 1 minute. Laver avec

I’eau distillée. Sécher la lame

- Observer la coloration des bactéries au microscope
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ANNEXE 4 : Lecture des résultats du systéme d’identification « Api 20 Strep »selon Bio

Mérieux
Tests | COMPOSANTS QTE REACTIONS/ENZYM RESULTATS
ACTIFS (mg/cup) ES
NEGATIF | POSITIF
VP Sodium pyruvate 1.9 Production d’actoine VP1+ VP2/ jusqu'a 2min (3)
(vogues Proskauer) Incolore | Rose-rouge
HIP Acide hippurique 0.4 Hydrolyse NIN/ jusqu'a 10min
(acide HIPpurique) Incolore/Bleu pale/Gris- | Bleu foncé/ Violet
bleuté
ESC Esculine 0.16 Hydrolyse B-glucosidase 4h 24h 4h 24h
Citrate de fer 0.152 (ESCuline) Incolore/ Incolore/ Noir/ Noir
jaune péle jaune Gris
pale/ Gris
clair
PYRA | Acidepyroglucota | 0.0256 PYRrolidonyl ZIM A +ZIM B/10min (PYR a LAP) (1) au
mique- Arylamidase besoin décoloré par éclairement intense
B-naphtylamide
Incolore ou orange trés Orange
pale
a-GAL 6-bromo-2- 0.0376 a-GALactosidase Incolore Violet
naphtyl aD-
galactopyranoside
B-GUR | Acide naphtol- 0.0537 B-GURcuRonidase Incolore Bleu
ASBI-
glucuronique
B-GAL 2-naphtyl BD- 0.0306 B-GALactosidase Incolore ou violet trés Violet
galactopyranoside pale
PAL 2-naphtyl 0.244 Phosphatase ALcaline Incolore ou violet trés Violet
phosphate pale
LAP L-leucne B- 0.0256 | Leucine AminoPeptidase Incolore Orange
naphtylamide
ADH L-arginine 1.9 Arginine DiHydrolase Jaune Rouge
4h 24h 4h 24h
RIB D-ribose 1.4 Acidification(RIBose) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
rouge jaune
ARA L-arabinose 1.4 Acidification(ARAbinos Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
e) rouge jaune
MAN D-mannitol 1.36 Acidification(MANnitol) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
rouge jaune
SOR D-sorbitol 1.36 Acidification(SORDbitol) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
rouge jaune
LAC D-lactose 1.4 Acidification (LACtose) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
(Origine bovine) rouge jaune
TRE D-tréhalose 1.32 Acidification Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
(TREhalose) rouge jaune
INU Inuline 5.12 Acidification (INUline) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
rouge jaune
RAF D-raffinose 3.12 Acidification Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
(RAFfinose) rouge jaune
AMD Amidon (2) 2.56 Acidification (AMiDon) Rouge Orange/ | Orange/ | Jaune
rouge jaune
GLYG Glycogéne 1.28 Acidification Rouge ou orange Jaune franc
(GLYcoGene)
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ANNEXE 5 : Extraction d’ADN par le Mini kit
Préparation du lysat :
1- Préparer deux bains d’eau a 37°C et 55°C.

2- Préparer le lysozyme digestion buffer (25mM Tris Hcl, pH=8, 2.5mM EDTA, 1% triton x-
100) = 200pl/échantillon.

Ajouter le lysozyme frais pour obtenir une concentration finale du lysozyme égale a 20

mg/ml.
3- Centrifuger jusqu'a I’obtention de 2x10° de bactéries gram+.

4- Remettre le culot cellulaire en suspension dans 180 pl de lysozyme digestion buffer
contenant le lysozyme de I’étape 2. Bien mélanger par bref vortex.

5- Incuber a 37°C pendant 30 min.

6- Ajouter 20 pl de protéinase K et mélanger par des brefs vortex.

7- Ajouter 200 pl de pure link genomic lysis/ binding buffer et mélanger par brefs vortex.
8- Incuber a 55°C pendant 30 min.

9- Ajouter 200 ul de I’éthanol 96% -100% au lysat. Bien mélanger par le vortex pendant 5s
pour obtenir une solution homogene.

Liaison d’ADN :

1- Mettre la colonne de centrifugation pure link dans le tube de collecte.

2- Ajouter le lysis/binding buffer et 1’é¢thanol au lysat (= 640 pl).

3- Centrifuger la colonne a 10 000g pendant 1min a température ambiante.

4- Jeter les tubes de collectes et placer les colonnes de centrifugation dans des nouveaux tubes
de collecte.

Lavage d’ADN :

1- Laver la colonne avec 500 ul de wash baffer 1.

2- Centrifuger la colonne a 10 000g pendant 1min a température ambiante. Jeter les tubes de

collecte et placer les colonnes dans des nouveaux tubes.

3- Ajouter 500 pl de wash baffer 2 aux colonnes.
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4- Centrifuger la colonne a la vitesse maximale pendant 3min a température ambiante.
Elution d’ADN :

1- Placer les colonnes de centrifugation dans les microtubes stériles (1,5ml).

2- Diluer I’ADN avec 25-200 pl de pure link genomic elution buffer.

3- Incuber la colonne a température ambiante pendant 1min.

4- Centrifuger les colonnes a la vitesse maximale pendant 1min & température ambiante (les
tubes contenant I’ADN purifi¢).

5- Conservation a 4°C pour le court terme et a -20°C pour le long terme.
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ANNEXE 6 : Protocole expérimental de la purification enzymatique et du séquencage
A/ Purification par EXOSAP
1- Principe
L’Exonucléase I agit par son activité exonucléasique pour éliminer les amorces en excés. Elle

permet de dégrader tout fragment d’ADN simple brin inférieur a 100 pb.

La phosphatase Alcaline (SAP) permet d’enlever le groupement phosphate de I’extrémité 5’

des ANTP et empéche ainsi leurs incorporation dans I’ADN en cours de synthese.
La purification enzymatique fait par deux incubations successives :

- Une incubation a 37°C pendant 20 minutes durant laquelle agissent les enzymes.

- Une incubation a 85°C pendant 20 minutes pour dénaturer les enzymes.
Le produit de PCR est ensuite prét a I’emploi comme matrice pour la réaction de séquence.

2- Matériel et réactifs
- Thermocycleur

- TubesPCR stériles de 0.2 ml

- Pipettes P10 ET P2 ainsi que les cones adaptés

- Exonucléase | (10 units/ pl)

- Phosphatase Alcaline Shrimp (SAP, 1 units/ pl)

- Tampon 10X de la SAP (200 mM Tris pH=8, 100 mM MgCl,)

3- Mode opératoire

De préférence la purification se fait le jour méme de la réaction de séquence éviter de

congeler le produit purifié.
Les produits de PCR sont contrdlés et quantifiés sur un gel d’agarose.
Préparation du Mix de purification :

Dans un tube eppendorf de 0.2 ml, préparer un volume de Mix suffisant pour n+2 échantillons

selon le tableau suivant :
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Réactifs Volume/ échantillon (ul) Volume/ n échantillon (ul)
H20 5 X
Tampon SAP 10X 0.5 X
SAP (1 units/pl) 1 X
Exonucléase | (10 units/ul) 0.5 X

Numeéroter n tubes eppendorf de 0.2 ml pour PCR
Distribuer 7 pl de Mix de purification dans les tubes
Ajouter un vlume de produit de PCR a purifier, correspendant a 30 ng d’ADN (3 a 10 pl)

Incuber dans le thermocycleur selon le programme suivant :

Température 37°C 85 °C +4 °C

Durée 20 min 20 min infini

Utiliser un volume correspondant a 10ng d’ADN pour effectuer la réaction de séquence.

De préférence la purification se fait le jour de la réaction de séquence. Si non, éviter de
congeler le produit de PCR purifié car il y’a risque de dégradation de I’ADN purifié¢ et
formation de fragments simple brins susceptibles d’agir comme amorces pour la réaction de

séquence.

B/ Réaction de séquencage en plaque 96 puits- Recommandations

1- Réactifs et produits

- ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1
(Applied Biosystems réf. 337456, magasin general ref. 99219)

- Ou version 1.1 (Applied Biosystems réf. 43374510, magasin general réf. 98150) a stocker
a-20 °C.

- Tampon 5X (fourni avec le kit version 3.1, applied Biosystems) a stoker a + 4°C

- Plaque 96 puits (ABgene ref. AB11000, magasin géneral ref. 42741) ou 4titude
Dusrtscher (Dustscher réf. 044754)

- HO filtrée type MilliQ Synthesis (Millipore)

- Ethanol absolu
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- Acetate de sodium 3M pH 5.2
- EDTA 125MmpH 8

Recommandations

- Il est impératif de mettre les échantillons en colonnes (de Al a H1 et ensuite de A2 a
H2...) et non en ligne.

- Ecrire sur la tranche de a plaque la référence et la vérsion de la chimie utilisée (v1.1 ou
v3.1)

- Vérifier les quantités et la qualité des matrices par une mesure des absorbances (DO 260,
DO 280, DO 230) et par un dép6t et midration sur gel d’agarose

2- Protocoles

2.1 Protocoles pour les réactions de séquence : ABI Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready —version 3.1 ou version 1.1

Ces protocoles sont standardisés et peuvent étre adaptés au besoin apres le résultat d’un
premier passage sur le séquenceur :

Type de matrice Quantité nécessaire
Produit PCR
200- 500 bp 8- 10 ng
500- 1000 bp 15- 20 ng
1000- 2000 bp 10- 40 ng
2000 bp < 30- 50 ng
ADN Plasmidique
De4.5a8kb 75- 150 ng
+/- 15 kb 200 a 500 ng
Cosmide, fosmide (+/- 40 kb) 0.5- 1.0 ug
BAC 1.5a2ug
ADN génome bactérien 2- 3 ug
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Mélange réactionnel pour une réaction de séquence dans un volume final de 10 pl :

Réactifs Produits PCR | Produits PCR | Produits PCR ADN
200-500 pb 500-1000 pb 1000 pb < plasmidique
Amorce a 4 pM 1pl 1l 1l 1l
ABI Prism solution version 0.5 ul 0.8 ul 1pl 1pl
3.1oull
Tampon 5X 2 ul 2 ul 2.5 ul 2 ul
Matrice cf tableau sus- cité cf tableau sus- cité | cf tableau sus- cité | cf tableau sus-
cité

H20 gsp 10 pl gsp 10 pl qsp 10 pl qsp 10 pl

Ne jamais mettre plus que 1 pl d’ABI Prism solution

Mélange réactionnel pour une réaction de sequence dans un volume final de 20 ul :

Reéactifs Fosmide/ Cosmide ADN BAC

Tampon 5X 3.5 ul 3.5 ul

ABI Prism solution version 2 ul 2 ul
3.1oull

Amorce a 10 uM 1l 1l
Matrice cf tableau sous- cité cf tableau sous- cité
H20 qgsp 20 pl qsp 20 pl

Ne jamais mettre plus que 1 ul d’ABI Prism solution

- Programme utilisé pour une machine GeneAmp 9700 :

Pour des réactions de séquences a partir de produits PCR et ADN plasmidique :

96°C 1 min
96°C 10 sec }

50°C 5 sec 25 a 35 cycles }

60°C 4 min }

Pour des réactions de séquences a partir de matrices Cosmide, fosmide, BAC :

98°C 2 min

95°C 20 sec }

53°C 10 sec } 50 cycles
60°C 3 min }
72°a-15C 5 min
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Et dans les deux cas :

15°C for ever

Conserver la plaque a 4°C ou a -20°C

2.2 Elimination de I’excés des réactifs de séquencgage par précipitation éthanol

- Ajouter 1 pl d’acétate de sodium 3M, 1 pl ’EDTA 125mM et 50 pl d’éthanol 95% dans

chaque puits.

- Retourner la plaque plusieurs fois et laisser 15 minutes sur la paillasse.
- Centrifuger pendant 30 minutes rpm a 15°C.

- Jeter le surnageant.

- Centrifuger la plaque a I’envers posée sur du papier absorbant a 1000 rpm pendant 1 minute

(éliminer les traces résiduelles d’éthanol).

- Ajouter 50 pl d’éthanol 70%.

- Centrifuger pendant 15 minutes a 3300 rpm a 15°C.
- Jeter le surnageant.

- Centrifuger la plaque a ’envers posée sur du papier absorbant a 1000 rpm pendant 1 minute

(éliminer les traces résiduelles d’éthanol).
- Lasser sécher a I’air libre sur la paillasse 15 minutes.

- Conserver la plaque a -20°C avant le chargement sur les séquenceurs a capillaires.
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ANNEXE 7 : Préparation des réactifs et tampon pour le champ pulsé

Tampon TN : (1M Nacl, 10mM tris-cl)
- Nacl : PM=58.44g/mol ; Solution de stock de 5M dans 100ml (29.22¢g dans 1’eau ultrapure)

- Tris-cl : PM=157.6g g/mol; Solution de stock de 1M (31.52g dans 200 ml d’eau ultrapure a
ph=18)

Pour préparer 100 ml du tampon TN : prendre 20 ml de Nacl (5M) + 1ml de Tris-cl (1M) pour
une gsp 100 ml.

Agarose incert :
0.8g d’agarose low melting dans le tampon TN (agarose incert a 2% en tampon TN)
Gel d’agarose

1.2g d’agarose ultrapure grade ECP dans 120 ml (1%) de TBE 0.5x concentré (préparer a partir
de TBE 10x)

Tampon EC: 6mM Tris-cl, 1M Nacl, 10mM EDTA, 0.5% Brij, 0.5% sarcosine, 0.2%

désoxycholate de sodium)

-EDTA : PM= 372.2g/mol, solution de stock de 0.5M (37.22¢g dans 200ml d’eau ultrapure a
ph=8)

- Tris-cl : 157.6g/mol, solution de stockde 1M (31.52g dans 200ml d’eau ultrapure a ph=8)

- Nacl: PM=58.44g/mol, Solution de stock SMQ DANS 100ML 529.22g dans 1’eau

ultrapure)

-Sarcosine : Solution de stock de 5% (5g dans 100ml d’eau ultrapure)

- Brij 58 : Solution de stock de 5% (5g dans 100ml d’eau ultrapure)

- Désoxycholate de sodium : Solution de stock de 5% (5g dans 100ml d’eau ultrapure)

Pour préparer 200 ml du tampon EC de stock : ajouter 1.2ml de Tris-cl (1M), 40ml de Nacl
(5M), 40ml d’EDTA (0.5M), 20 ml de brij (_ (5%), 20ml de sarcosine (5%), 8ml de
desoxycholate de sodium (5%) qsp 200 ml
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Le tampon EC contient une mutanolysine a 5U/ml de lysozyme a 1mg/ml ajoutés

extratemporanément lors de I’ajout des blocs d’agarose a ph=8
Tampon ESP : 0.5M EDTA, 1% de sarcosine et 1mg/ml de protéinase K

- EDTA : PM=372.2g/mol ; Solution de stock de 1M (74.44g dans 200mld’eau ultrapure a
ph=8)

- Sarcosine : solution de stock de 5% (5g dans 100 ml d’eau ultrapure)

Pour préparer 200ml de tampon ESP : ajouter 100 ml d’EDTA (1M) + 40 ml de sarcosine gsp
200 ml & ph=8.

Le tampon ESP contient de la protéinase K ajoutée extratemporanément lors de 1’ajout des

blocs d’agarose a ph=8
Tampon TE : 10 mM Tris-cl, ImM d’EDTA a ph=8

- EDTA : PM : 372.2g/mol solution de stock de 0.5M (37.22g dans 200ml d’eau untrapure a
ph=8)

- Tris-cl : PM : 157.6g/mol; Solution de stock 1M (31.52 g dans 200ml d’eau ultrapure a
ph=8)

Pour préparer 200ml de tampon TE de stock : ajouter 2ml de Tris-cl (1M), 0.4 ml d’EDTA
gsp 200ml a ph=8.

Tampon de migration : TBE 0.5x
-Diluer le tampon TBE commercialisé 10x a 1/20 dans ’eau ultrapure

- Pour préparer 41 de stock de TBE 0.5x : ajouter 200ml de TBE 10x plus 3800 ml d’eau
ultrapure (qsp = 4000 ml)
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ANNEXES : résultats du séquencage de ’ARNr 16S des entérocoques
E. faecalis

E. faecalis 221 (6)

TCAGACGAACGCGGGCGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC
AATTGGAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGAGACCCTGGTTGG

E. faecalis 23 (15)

GGCATGGCGCGTGCTATCTGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCT
AATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG
CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAGGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
TTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT
GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAAT
CTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCTAAGTGATCAAT

E. faecalis 14IL (18)

CGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCAT
GGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAAC
TGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCC
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CTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
C

E. faecalis 14IL TE (19)

CGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCAT
GGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAAC
TGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCC
CTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
C

E. faecalis 33Z (24)

ACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCA
TGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAA
CTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTC
CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCTT
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E. faecalis 332 TE (26)

ACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCA
TGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAA
CTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTC
CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCTT

E. faecalis 33Z KAN (27)

ACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCA
TGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAA
CTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTC
CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
ccC

E. faecalis 14L1E (31)

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCCGAGTGCTTGCACTCA
ATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAG
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CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATG
GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTG
CCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCG
AGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCACACGCCCGGTGAAGAAAATTTTCCCGGGCCCTTGTACACCCGCCCGTC
ACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGA
TAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAA

E. faecalis 50L (34)

GAGTTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCC
TCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCA
TCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGT
GAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCC
TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACA
AAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTAC
AACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGLC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGC
CAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGGTGAAGTCGTAACAAG

E. faecalis 11 (37

GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGT
TGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCG
CGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT

E. faecalis 21 (38)

GTGCTTTAAAGCTTACAATAATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAG
AGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC
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TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTG
CTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT
TAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATG
CAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATT
GGGGTGAAGTCGTATCAAGGAAGTCAGCCC

E. faecalis 71 (41)

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCCGAGTGCTTGCACTCA
ATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG

E. faecalis 31Z (44)

GGAGTGGGGGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGAGCCAGCCGCCTAAGTGATGATTG

E. faecalis 37Z (50)

GCCCTTACCATTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCT
AATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG
CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
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CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
TTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT
GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAAT
CTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGG
AAGTCGCAAGAGAGCAACTA

E. faecalis 221 (53)

TAACACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCA
TAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGT
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACG
AAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAG
AACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCAC
TCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTC
TAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAA
GCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

E. faecalis 28 (54)

GGAGTGGGGGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGAGCCAGCCGCCTAAGTGATGATTG
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E. faecalis 35 (55)

GACCCTTGCGGGTCTATACATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT
GCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTA
GTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA
AATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGG
GGTGAAGTCGAACAAGGATGCGTAGGC

E. faecalis 3 (57)

CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACT
CAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACAC
TTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCA
TAGCCGACCT3GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGT
TGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCG
CGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTG
GGATAGATGATTGGGGTGAATC

E. faecalis 4 (58)

TCAGACGAACGCGGGCGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC
AATTGGAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
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AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGAGACCCTGGTTGG

E. faecalis 517 (59)

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCA
CTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGG
GTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATG
CATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAT
TGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTC
CGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTA
GTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGAC
CGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGLCCC
GTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTG
GGATAGATGATTGGG

E. faecalis 161L2 (65)

CCACCTCGGGGGATAGTAGCCTGTAATGCAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTG
GAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAA
ACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCT
GATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCTA

E. faecalis 20l (67)

TCAGACGAACGCGGGCGGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC
AATTGGAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT
CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAG
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CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGAGACCCTGGTTGG

E. faecalis 16 (87)

GTGCTTTAAAGCTTACAATAATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAG
AGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTG
CTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT
TAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATG
CAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATT
GGGGTGAAGTCGTATCAAGGAAGTCAGCCC

E. faecalis 11211 (91)

TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACT
CTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCT
AGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAG
CTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACC
CGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT

E. faecalis 22 (97)

GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGT
TGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCG
CGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT
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E. faecalis 178 (100)

GCCCTTACCATTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCT
AATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG
CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
TTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT
GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAAT
CTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGG
AAGTCGCAAGAGAGCAACTA

E. faecalis 29Z (104)

GCTTCTTTCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGG
CATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTG
AACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCT
TCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGC
AGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATC

E. faecalis 34Z (107)

GGCCCGTGCGGCGTGCCTAATAATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAA
AGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
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GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCAT
TTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCAT
GCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT
TGGGGGAAGTCGTAACAATGATGCCAAATA

E. faecalis 357 (108)

TGAGGGCGCATGCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT
GCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTA
GTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA
AATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGG
GGTGAAGTCGTAACAAGAGCGAGCC

E. faecalis 36Z (119)

TAGGTTAGGCTGCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCT
AATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG
CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
TTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTT
GGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAAT
CTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGT
GAAGTCGTATACTTGTCGTCAGC
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E. faecalis 67L (122)

CGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCAT
GGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAAC
TGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCC
CTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
C

E. faecalis 1411 (123)

TCATGCAGCTCTATCTGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAAT
ACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACC
CGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAA
TGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTG
AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCA
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG
ACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGG
CACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTC
TTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATGGGTGAAGT
CTAGACATTGTG

E. faecalis 106 (1)

GGAGTGGGGGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG

189



Theése Hannaoui. |

TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGAGCCAGCCGCCTAAGTGATGATTG

E. faecalis 2512 (10)

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAA
GTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAAC
AAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTA
GAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGC
GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTT
CTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
CGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

E. faecalis 24E (28)

GGGGGCGGCGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGAATTTGT
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E. faecalis 447 (36)

GGGGGCGGCGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGAATTTGT

E. faecalis 3IL (46)

TGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAAGGAGTGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTT
TATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTG
ACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA
CGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
AGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

E. faecalis 28I (48)

GGGGGCGGCGTCTATAATGCAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGA
CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGC
AATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGT
TAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAG
CAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTT
TGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGAATTTGT
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E. faecalis 94 (49)

GGCCCGTGCGGCGTGCCTAATAATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAA
AGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCAT
TTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCAT
GCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT
TGGGGGAAGTCGTAACAATGATGCCAAATA

E. faecalis 271 (68)

AGTGCTTGCACTCATTGGAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGG
GGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGC
GCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG
AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGT
CGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCT
GCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCG

E. faecalis 11 (79)

CAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTAT
GCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGT
TAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT
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E. faecalis 152 (92)

GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
AGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGAT
AGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTC
AGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCC

E. faecalis 18 (93)

GACCCTTGCGGGTCTATACATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT
GCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTA
GTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA
AATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGG
GGTGAAGTCGAACAAGGATGCGTAGGC

E. faecalis 94 (103)

GACCCTTGCGGGTCTATACATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGT
GCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT
GCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTA
GTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA
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AATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGG
GGTGAAGTCGAACAAGGATGCGTAGGC

E. faecalis 24 (125)

GAGCCTTCCGGGCAGCTATAATGCAAGTCGACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAG
AGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCGCGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAACTTCT
GTTGTAGAGAGACCATGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTTGACGGTATTCTAACCCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCCGGATTTATTGGGCGTAAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGGAA
ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCA
TCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGG
TCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGA
TGATTGGGGTGAAGTCGAACAAGATGCCAACTT

E. faecium

E. faecium 171 (2)

AGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCC
ACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATC
AGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGA
AAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTG
ACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAA
CGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAAGAGTATTG
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E. faecium 32Z (11)

CTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGG
TTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTG
TTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTARKTGTTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCC
CTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
CTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT

E. faecium 141 (20)

TCCATTGGTAGCCGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCC
CCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGT

E. faecium 71L (30)

CAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAA
ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT

195



Theése Hannaoui. |

E. faecium 50 (33)

GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTG
CTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG
CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAG
TTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

E. faecium 41 RA (47)

GCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTT
GATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAATAAGGATGAGAGTAACTGTTCA
TCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACACTCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGG
GGGCAAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
AAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT
TGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT

E. faecium 51 (51)

GCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTT
GATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAATAAGGATGAGAGTAACTGTTCA
TCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACACTCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGG
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GGGCAAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
AAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT
TGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT

E. faecium 105 (71)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG

E. faecium 14 (81)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
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E. faecium 13 (86)

CAGGCGGGGGGGGTGCATACACATGCGTGTCGAACGCTTCTTTTTCCCCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAA
AGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCTGGGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAT
CATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGC
TAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCTAAGGTGAAGAGT

E. faecium 30Z (105)

ATGCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAA
TCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTC
TGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAG
GATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAG
ATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTC
TCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATG

E. faecium 40Z (112)

GCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAA
AACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGAC
CGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATG
AGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
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CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAG
AGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAG
TTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGATAGAA

E. faecium 452- (118)

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTA
ACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTC
CCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGA
TT

E. faecium 25F (3)

GTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAA
TCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTC
TGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAG
GATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAG
ATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTC
TCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGG
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E. faecium 131 (4)

CAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAA
ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT

E. faecium 6l (5)

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTA
ACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTC
CCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGA
TT

E. faecium 11212 (7)

GCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTT
GATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAATAAGGATGAGAGTAACTGTTCA
TCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACACTCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGG
GGGCAAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
AAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT
TGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT
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E. faecium 387 (8)

ATACATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAA
CAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAA
GTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAAC
AAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTA
GAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC
AAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTT
CTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
CGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA

E. faecium 49Z (9)

GGGATAATACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGC
GCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGGGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG
AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGT
TGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACT

E. faecium 241 (12)

TGCAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATC
AAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTG
GGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTG
ACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA
TGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGA
TAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
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GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGA
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCT
CAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC
GGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCG

E. faecium 42Z (14)

ACGGCCTCCTTTTTTCCCGGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGC
ATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTA
ACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAATTGCCGTAGATAAA

E. faecium 26 (16)

TTGAGGGCGGCGTGCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAA
GAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAG
GTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATG
GATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTC
TGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC
GAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAGCGGTGGAGCATGTGTTTAATTCGAAGCAACGCGAGACCTTACCAGTTCTGAACATCC
TTTGACACTCTAGAGATAGAGGCTTCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGTGTGCATGTGCGTCAGCTCATGT
CCTGAATGTTGGGTTTAGTCCGCA

E. faecium 17 (17)

GTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAAC
CGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGA
GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGA
GTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTT
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E. faecium 507 (21)

GCGTGCTAATACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAAT
ACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACC
CGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAA
TGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTT
GACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGG
GCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCT
CTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG
TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGA

E. faecium 50ZE (22)

AAGCCCTCCTTTTTCCCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCAT
GGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAAC
TGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGATGGG

E. faecium 33ZL (23)

ACGCTTCTTTTTCCCCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATG
GTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACT
GTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCC
TTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTG
CAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC
TTT
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E. faecium 33ZE (25)

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCAAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTT
GCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAAAAGGGGAT
AACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTT
CGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACG
ATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACAAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAAAAGGTTTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAACCCCCCGGCTCAACCCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTAGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGC
GAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA
GGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCA

E. faecium 24RA (29)

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCAAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTT
GCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAAAAGGGGAT
AACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTT
CGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACG
ATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACAAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAAAAGGTTTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAACCCCCCGGCTCAACCCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTAGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGC
GAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA
GGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCA

E. faecium 14L1RA (32)

GCCCATCAAAATGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTT
GATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCA
TCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCC
CGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
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GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGG
GGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGA
AGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGGTTGTAATCGCGGATAAGCA

E. faecium 447 TE (35)

GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTG
CTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG
CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAG
TTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

E. faecium 3IL (39)

CACCACGAACGTCATATACTGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGGCTCCACCGGAAAAAGAA
GAGTAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTAGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCA
TTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTA
AGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC
GAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGTAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGA
TGGGGGAAGTCGAGAAGAGTAGAAAGC
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E. faecium 41 (40)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG

E. faecium 101 (43)

CAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAA
ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT

E. faecium 71 (45)

TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTG
CAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTACACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCA
CTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAA
AGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACA
CCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTT
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E. faecium 25I (60)

GAGGAAATGCGTGTGCTAATACATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAA
AGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCAT
TCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAA
GCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGATAGATCTTTT

E. faecium 55 (63)

TGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATC
GAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTG
GGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTG
ACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA
TGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGAT
AGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCTTTGGAG

E. faecium 43Z (64)

CACCACGAACGTCATATACTGCAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGGCTCCACCGGAAAAAGAA
GAGTAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTAGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
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GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCA
TTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTA
AGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC
GAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGTAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGA
TGGGGGAAGTCGAGAAGAGTAGAAAGC

E. faecium 2 (69)

AGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAA
CCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCG
AGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAG
AGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTT

E. faecium 5 (70)

GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTG
CTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG
CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAG
TTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

E. faecium 51 (72)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
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GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG

E. faecium 6 (73)

CCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTA
TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGA
GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTT
GCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAACCCGCCGCCT
AAAGT

E. faecium 7 (74)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG

E. faecium 101 (76)
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CAGTCGACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAA
ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACC
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT

E. faecium 15 (80)

CCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTA
TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGA
GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTT
GCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAACCCGCCGCCT
AAAGT

E. faecium 52 (82)

ATACATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAA
CAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAA
GTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAAC
AAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTA
GAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC
AAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTT
CTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
CGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAA
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E. faecium 69 (83)

GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTG
CTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAG
CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAG
TTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTA
ATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

E. faecium 132 (84)

GAGGAAATGCGTGTGCTAATACATGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAA
AGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCAT
TCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAA
GCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGATAGATCTTTT

E. faecium 25L1 (88)

TCCACCGCAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCC
ATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATT
TGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCC
TTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
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CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGG
CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGT
ACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG

E. faecium 20 (90)

GCGTGCTAATACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAAT
ACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACC
CGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAA
TGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTT
GACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGG
GCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCT
CTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTG
TAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGA

E. faecium 83 (98)

CAACCTTTCCTTTTTTCACCGGGAGCCTTGCTCCACCGGAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAAC
CGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGA
GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGA
GTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGATGTGGGGGAAAATATA

E. faecium 31Z (106)

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTA
ACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTC
CCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTG
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ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGA
TT

E. faecium 417 (113)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC

E. faecium 120L (117)

TCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAAC
CGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGA
GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGA
GTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGC
TTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTC
GGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG

E. faecium 11L1 (120)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
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GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC

E. faecium 47Z (121)

CCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAA
AGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA
CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
TCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAAC
GAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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