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Staphylococcus aureus est l'un des pathogénes humains les plus importants
responsables de diverses maladies infectieuses dans le monde (Martineau et al., 2000 ;
Deurenberg et al., 2007 ; Kumar ef al., 2011 ; Momtaz et Hafezi, 2014). Jusqu’au début des
années 2000, au sein des laboratoires de microbiologie, 1’identification bactérienne, en
particulier S. aureus, reposait essentiellement sur I’analyse de caractéres phénotypiques dont
I’interprétation nécessitait une expertise. Pour la plupart des cas, le résultat n’était obtenu
qu’au bout de 24 heures. En cas d’échec, I’identification était acquise par des analyses de
biologie moléculaire comme celles des séquences du géne de I’ARNr 16S. Des automates
utilisant la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-Of-Flight) (Mellmann et Miithing, 2013) ont révolutionné
I’identification bactérienne. A partir de colonies, des résultats d’identification fiables sont
acquis en moins de cinqg minutes avec une facilité d’utilisation technique. Mais
malheureusement, cette technique est trés peu exploiter dans le domaine de la microbiologie

(Uhlik et al., 2011 ; Koubek et al., 2012) d’ou la nécessité d’autres travaux de recherche.

La résistance a la méticilline chez S. aureus est principalement due a la production de
protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP2a) avec une faible affinité¢ pour les béta-
lactamines, codée par le gene mecA (Martineau et al., 2000; Xiaoguang et al.,, 2016). Les
méthodes de routine utilisées dans les laboratoires de microbiologie pour l'identification de
la résistance a la méticilline chez S. aureus sont basées sur 1’antibiogramme (Shahraz et al.,
2012). Ces méthodes ne détectent que l'expression phénotypique de la résistance a la
méticilline sans la présence du géne mecA (Al-Zu'Bi et al, 2004). Les méthodes
phénotypiques n'étant pas suffisamment discriminantes et fortement dépendantes des
conditions de croissance, l'utilisation de l'approche génétique, comme I'hybridation de
I'ADN et la PCR, est essentielle pour stopper la propagation de S. aureus résistante a la
méticilline et augmenter la rapidité et la précision de leur identification et leurs profils de
résistance aux antibiotiques (Pe'Rez-Roth et al, 2001). La détection de SARM est devenue
un outil important dans le diagnostic clinique pour la gestion et le traitement des patients

(Pe'Rez-Roth et al., 2001).

La prédiction de la structure 3D est capitale puisqu'elle détermine les propriétés
biochimiques et la fonction biologique des protéines. Jusqu’a 1985, les seules méthodes
permettant de déterminer la structure protéique étaient la diffraction des rayons X (ou

cristallographie) et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) (Guillaume,
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2004), alors treés couteuses et plus lentes. Le recours a des méthodes de bioinformatique

semblait €tre une bonne solution (Bouziane et al., 2008).

La structure 3D de la PLP2a de S. aureus a déja été déterminée expérimentalement par
RMN ou par cristallographie aux rayons X (Lim et al., 2002). Cette structure 3D est
étroitement dépendante de sa séquence en acides aminés et des modifications méme
minimes de cette séquence ont des répercutions profondes sur la structure 3D de la PLP2a et
méme sur sa fonction biologique (résistance a la méticilline). Pour cela, nous avons tragé

dans cette étude les objectifs consistant a :

- Mettre en évidence I’importance d’identifier le S. aureus par une méthode protéomique : le
MALDI-TOF MS et montrer I’importance des outils bioinformatiques dans 1’identification

bactérienne,

- Mettre en évidence le pourcentage des SARM récoltés au niveau de la Ville de

Constantine,
- Comparer entre la détection phénotypique et la détection génotypique de SARM,

- Prédire les structures secondaires et tertiaires de la PLP2a de différents isolats a partir de

ses séquences primaires par les méthodes de bioinformatique,

- Aligner les structures 3D des PLP2a des différents isolats pour mettre en évidence (si c'est
le cas) les mutations qui seraient dues a l'environnement car nos isolats bactériens ont été

récoltés de divers horizons cliniques.



Chapitre I : Synthese bibliographique



Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Généralités sur Staphylococcus aureus

S. aureus est un pathogeéne humain majeur qui a été mis en évidence pour la premiere
fois en 1878 par Robert Koch en Allemagne et en 1880 par Louis Pasteur en France a partir
de pus d'abces (Spicer, 2003).

Le S. aureus est un cocci @ Gram positif de 0,5 a 1um de diamétre. Il est regroupé le
plus souvent par deux (diplocoques) ou par quatre (tétra¢dres) ou en amas irréguliers ayant
la forme de grappe de raisin d’ou le nom “Staphylococcus” (Ogston, 1884). C’est une
bactérie aéro-anaérobie facultative, c'est-a-dire qu’elle est capable de se développer a la

surface de la peau, en aérobiose et aussi dans les tissus mal oxygénés (Trouillet, 2011).

Ces bactéries sont immobiles, non sporulés. La majorité des S. aureus sont capsulés

mais ils peuvent perdre leur capsule aprés culture (Couture, 1990 ; Fauchere et Avril, 2002).
1.1. Taxinomie

La classification des staphylocoques a connu plusieurs bouleversements; lors de la
premicre édition du « Bergey’s Manual ® of Determinative Bactériology » en 1923, les
staphylocoques étaient classés dans la famille des Streptococcaceae puis lors de la deuxiéme
édition en 1926 étaient classés dans la famille des Micrococcaceae, cette famille comprenait
alors le genre Micrococcus et Staphylococcus. En 1957, les staphylocoques et les
microcoques furent séparés en raison de leur capacité a utiliser le glucose en anaérobiose.
Cependant ce test mena beaucoup de confusion en attribuant certaines especes du genre
Staphylococcus au genre Micrococcus (Fauchere et Avril, 2002). En 1974, Baird-Parker
sépare définitivement le genre Staphylococcus du genre Micrococcus grace a la pauvreté de
I’ADN des staphylocoques en guanine et en cytosine (30-39%) en comparaison avec I’ADN
des microcoques (66-75%). En 2001, sur la base d’analyses des séquences des genes codants
pour I’ARN ribosomal (ARNr 16S), le genre Staphylococcus est class¢ dans la famille des
Staphylococcacee qui comprend 45 especes et sous especes dont dix-sept ont été retrouvées

chez I’homme (Garrity et al., 2002).

Selon la 9 éme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les

staphylocoques sont classés comme suivant (Prescott et al., 2010) :
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Reégne : Bacteria

Division : Firmicutes
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus
1.2. Identification de S. aureus

Jusqu’il y a une dizaine d’année, I’identification des microorganismes, en particulier S.
aureus dans les laboratoires de microbiologie médicale reposait principalement sur les
caractéres phénotypiques : aspect des colonies, coloration de Gram, caractéristiques de
croissance et caractéres biochimiques (Seng et al, 2009). Toutefois, les techniques
conventionnelles nécessitent beaucoup de personnel et de réactifs et conduisent donc a un
colt d’analyse important (Sauget, 2016). Le développement des techniques de biologie
moléculaire et de protéomique a permis d'introduire ces approches au sein des laboratoires
d'analyse biologique. Elles permettent d'obtenir un résultat en quelques heures voire moins

(Guendouze, 2018).
1.2.1. Identification moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont bouleversé l'identification des bactéries, et ont
mis en lumiére les insuffisances et les erreurs d'identifications phénotypiques qui étaient

jusque la seules disponibles (Ronsin, 2005 ; Denis et al., 2007).

L'identification moléculaire des bactéries repose essentiellement sur l'analyse de la
séquence du geéne codant pour I’ARN ribosomal 16S spécifique des bactéries. Celui-ci est le
constituant de la petite sous unité ribosomale du 30S des procaryotes. Le géne codant pour
cet ARNr est ’ADNr 16S (Clarridge et Alerts, 2004), présent dans 1’ensemble des especes
bactériennes en un nombre variable de copies (Woese, 1987; Reller et al., 2007). 11 est
composé d’environ 1500 nucléotides et est constitu¢ de sept régions conservées et de neuf

régions hypervariables (Chakravorty et al., 2007).

La séquence du géne ADNr 16S obtenue au laboratoire est comparée via le réseau
internet, a l'aide de logiciel spécialis¢ avec les banques ¢lectroniques de séquences comme

"Nucleotide" du portail NCBI, ou EMBL en Europe. L'identification bactérienne va reposer

4
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sur le pourcentage de similarit¢ des séquences. Nous admettons généralement, qu'une
similarité¢ de 99% est identifiante au niveau de I'espeéce. Une similarité de 97% identifiante
au niveau du genre et qu'en dessous de 97%, il y a une possibilité de nouvelle espéce non
décrite dans les banques de données. Par ailleurs, certains logiciels permettent de positionner
la séquence obtenue au laboratoire parmi I'ensemble des séquences ADNr 16S disponibles
sous forme d'arbres phylogénétiques (Sanger et al., 1977 ; Thomas, 1980 ; Smith et al., 1986
; Swerdlow et al., 1991 ; Zhang et al., 2003). Cette possibilité est particuliérement
intéressante lorsque nous déterminons au laboratoire une séquence ADNr 16S de similarité
inférieure a 97%; cela permet alors d'avoir une idée du groupe bactérien dans lequel se situe

la bactérie nouvellement identifiée (Staden, 1979).

1.2.2. Identification protéomique par spectrométrie de masse MALDI-TOF

1.2.2.1. Historique : les premiers spectrometres de masse datent du début du
20éme siecle et ont servi en physique a rechercher les différents isotopes d’un élément
chimique. Elle est issue de la découverte par Euge Goldstein (1886), les rayons canaux dus
aux ions positifs et de leur analyse par un champ magnétique, par Wilhelm Wien en 1898

(Guendouze, 2018).

Au cours des années 1980, le développement de 1’ionisation douce par MALDI-TOF a
permis ’analyse de diverses molécules (Anhalt et Fenselau, 1975; Karas et al., 1988). Par la
suite, la technologie de type MALDI-TOF a été appliquée a I’identification rapide de
bactéries (Claydon et al., 1996 ; Hettick et al., 2006). Cain et al. (1994) sont les premiers a
avoir utilisé¢ le MALDI-TOF. L’analyse MALDI portait sur des extraits protéiques obtenus
par sonication des bactéries. Par la suite, Holland et al. (1996) ont réalisé les premicres
analyses par MALDI-TOF MS a partir de bactéries intactes. Apres une croissance de 18 h
sur un milieu solide, les bactéries sans aucun traitement préalable, étaient directement
mélangées a la matrice avant d’étre ionisées et analysées. La présence de quelques ions

caractéristiques du spectre a suffit pour obtenir I’identification d’une espéce.

Une premicre base de données, permettant I’identification de bactéries par analyses des
protéines de surfaces, a été référencée en 2004 (Keys et al, 2004). La fiabilit¢ de
I’identification au niveau de I’espéce a été ensuite améliorée par I’ionisation des protéines
ribosomales, molécules plus stables que les protéines de surface (Suh et Limbach, 2004).
Diverses ¢tudes ont comparé les performances de I’identification bactérienne par MALDI-

TOF MS avec celles des méthodes conventionnelles, et résolu les discordances par
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séquencage de I’ADN codant I’ARN 16S ou du géne rpoB (Seng ef al., 2009 ; Ferroni et al.,
2010). Depuis la fin des années 1990, de nombreuses études ont confirmé I’intérét de cette
technique (Fenselau et Demirev, 2001; Lay, 2001). Pour cette raison, la spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF MS a été intégrée dans les laboratoires de routine de
microbiologie clinique, depuis le début des années 2010, pour l'identification des
microorganismes. (Bizzini et Greub, 2010 ; Emonet et al., 2010 ). Cet outil innovant, facile a
utiliser, rapide, précis, peu couteux et rentable a révolutionné 1'identification bactérienne

(Descy et al., 2010).

1.2.2.2. Principe : la spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant
d’identifier différents types de molécules ionisées par mesure de leur rapport masse/charge
(m/z). La technologie de type MALDI-TOF requiert au préalable une étape de cristallisation,
sur support inerte (la cible), de I’échantillon (la bactérie) dans une matrice. Le complexe
ainsi formé est bombardé par un faisceau laser émettant dans la zone d’absorption de la
matrice. Les ions générés dans la chambre d’ionisation sont accélérés dans un champ
¢lectrique qui les dirige vers 1’analyseur. Ce dernier permet de séparer les ions accélérés
selon leur temps de vol (TOF: Time-Of-Flight). La vitesse de chaque particule dépend du
rapport masse/charge. Les plus grandes molécules mettront plus de temps a atteindre le
détecteur, tandis que les plus petites molécules arriveront plus vite. Une fois 1’ion arrivé au
détecteur, il a alors transformé en un signal ¢€lectrique qui sera amplifié et envoyé a un
ordinateur qui traite les données et donne les résultats sous forme d’une série de spectres de
masse (pics) (Descy et al, 2010; Sauget, 2016). Un spectre de masse est une sorte
d’empreinte digitale spécifique et unique de la composition en protéines du microorganisme
analysé, qui peut étre comparé a une banque de données de spectres (Descy et al., 2010)

(Figure 1).
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Figure 1 : Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF MS (Sauget, 2016).
1.3. Systémes de régulation génétique chez S. aureus

Le systéme régulateur est essentiel pour la survie de la bactérie, il contrdle 1’expression
des facteurs de virulence en fonction des signaux extracellulaires. Ce sont des systémes de
régulation a deux composants qui sont des systémes enzymatiques capables de traduire les
signaux extracellulaires et d’agir en conséquence directement sur la transcription des génes.

Chez S. aureus le systeéme Agr est le mieux décrit (Le Loir et Gantier, 2010).

1.3.1. Accessory gene regulator (Agr) : le systeme Agr peut étre considéré pour S.
aureus comme un stimulateur des exotoxines, et un inhibiteur des facteurs de colonisation et
de la formation des biofilms. Il induit I’expression de nombreuses exoprotéines (toxine a,
hémolysine B, TSST et leucotoxines) en méme temps qu’il réprime 1’expression de
protéines de surface (protéine A, coagulase et protéine liant la fibronectine) durant la phase
post-exponontielle de croissance. L’analyse du transcriptome réalisée par Dunman et al.
(Dunman et al., 2001) a identifiée 104 génes activé et 34 genes réprimé par le systéme Agr.
L’éffecteur du systeme Agr est une molécule d’ARN, I’ARN III qui module I’expression des
facteurs de virulence a la fois au niveau transcriptionnel et au niveau post-transcriptionnel

(Morfeldt et al., 1995 ; Novick et al., 1993).

Le locus agr se compose de deux promoteurs P2 et P3 (Ji et al, 1995 ; Lina et al,

1998). L’opéron P2 transcrit un ARN messager : I’ARN II, constitué de quatre génes : agrA,

7

—» « temps de vol »



Chapitre I : Synthese bibliographique

agrB, agrC et agrD. AgrA et agrC corresponde a un systéme de régulation a deux
composants, agrB et agrD composent un systeme de « quorum sensing ». L’opéron P3

transcrit un ARN messager : I’ARN III (Le Loir et Gantier, 2010).

Le gene agrD code un peptide auto-inducteur (PAI): agrD. Durant la phase
exponentielle de croissance il s’accumule dans le milieu extra-cellulaire et, a partir de
certaine concentration, il active le systéme a deux composants agrA/agrC. Ce phénomene de
régulation définit le quorum semnsing (Fuqua et al., 1994). La fixation de agrD sur le
récepteur transmembranaire agrC, induit 1’autophosphorylation de ce dernier (Lina et al.,
1998). Le groupement phosphate est ensuite transféré sur la proteine cytoplasmique agrA

qui active ’expression de I’ARN II et de I’ARN III, effecteur du systéme (Figure 1).

1.3.2. Les ARN régulateurs : chez S. aureus, les ARN régulateurs sont des médiateurs
clés de la wvirulence, de la wviabilit¢ et de I'adaptabilit¢ a diverses conditions
environnementales. L’ARNrég le mieux caractérisé chez S. aureus est ’ARN III. Ce
transcrit de 514 nucléotides est un régulateur du systéme Agr. L’ARN III régule de
nombreux processus biologiques importants comme la formation de biofilm, le métabolisme
du peptidoglycane, le métabolisme d'acides aminés, et les voies de transport (Novick et
Geisinger, 2008). De récentes études ont permis I’identification de nouveaux ARN
régulateurs dont les ARN agissant en cis, des ARN antisens, des petits ARN non codants et

ou des ARNm codant des peptides (Romilly et al., 2012).

1.3.3. Les facteurs de transcription : la famille de protéine Sar : Il s’agit d’une protéine
de liaison a I’ADN, dont le locus génétique est sous la dépendance de trois promoteurs P1,
P2 et P3 (Bayer et al., 1996). La synthése de SarA est maximale en phase post-exponentielle
de croissance, qui correspond également a la phase d’activation du systeme agr (Chien et
Cheung, 1998). SarA agit de deux fagons différentes. Soit de manicre directe par liaison aux
régions promotrices des genes cibles, soit de maniere indirecte par liaison a la région
promotrice du locus agr (Cheung et al., 1997; Chien et Cheung, 1998; Chien et al., 1999).
Dans le deuxiéme cas, il va permettre d’activer la synthése de I’ARN II et ’ARN III pour
promouvoir I’activation des exotoxines (hémolysines a, 6 et y) (Bronner et al., 2004; Chien
et al., 1999; Dunman et al., 2001) et la répression des protéines d’adhésion, telles que la
protéine A et les protéines de liaison au fibrinogéne ou a la fibronectine. SarA permet

’activation de plusieurs protéines d’adhésion et de certaines exotoxines (Parmentier, 2014).
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Quatre autres protéines homologues a SarA, SarR, SarS, SarT et SarU ont été
caractérisées, et d’autres séquences homologues a sarA, sarV, sarY, sarX et sarZ ont été

identifiées dans le génome (Le Loir et Gantier, 2010).
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Figure 2 : Organisation du systéme agr de S. aureus et modele de fonctionnement (Le Loir et Gantier, 2010)
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2. Résistance de S. aureus a la méticilline

Dés sa découverte en 1878, S. aureus a ¢été¢ émergée dans les pathologies et c’était la
premiere cause de plusieurs maladies infectieuses dans le monde. Avant I’introduction de la
pénicilline, le taux de mortalité des malades infectés par S. aureus était 80% (Deurenberg et
al, 2007). En 1928, Alexander Fleming a remarqué I’effet inhibiteur du champignon
Penicillium sur la croissance des Staphylocoques. Cette découverte a conduit a
I’amélioration de la sant¢ mondiale par la purification et la production du premier
antibiotique utilisé en thérapeutique pour traiter les maladies infectieuses: la pénicilline G

(Robert, 2013).

Dés 1940, la pénicilline était 1’antibiotique de choix pour traiter les infections causées
par S. aureus. Cependant la sensibilité a la pénicilline a été de courte durée suite a
I’apparition de la premicre souche résistante en 1942, cette résistance est due a cause de la
production de I’enzyme B-lactamase (Deurenberg et al., 2007). Ces enzymes sont capables
d’hydrolyser le cycle béta-lactame des pénicillines G, V et A. Le traitement des infections
causées par ces souches résistantes est reposé sur l’utilisation de pénicillines semi-

synthétiques capables de résister a 1’action des pénicillinases (Vieu, 2014).

En 1959, la méticilline est découverte pour résoudre les problémes causés par les S.
aureus résistantes a la pénicilline. C’est aussi une béta-lactamine mais dont le noyau béta-
lactame est résistant a 1’action des pénicillinases. Deux ans apres I’introduction de ce nouvel
antibiotique, apparaissent des souches de S. aureus résistantes que 1’on appellera S. aureus
résistants a la méticilline (SARM) (Pe'Rez, 2001 ; Zhang et al., 2005). Cette résistance a la
méticilline est due par 1’acquisition d’une cassette chromosomique SCCmec portant le géne
mecA, qui code une protéine liant les pénicillines additionnelle (PLP2a) de faible affinité
pour les béta-lactamines (Ouchenane et al., 2010), entrainant une résistance croisée a tous
les antibiotiques de cette classe ainsi que treés fréquemment a des antibiotiques appartenant a

d’autres classes (Touaitia, 2016).
2.1. Mécanisme de résistance

2.1.1. Résistance intrinseéque liée a la PLP2a : la méticilline, comme 1’oxacilline et la
cloxacilline, est une pénicilline M non hydrolysée par les béta-lactamases. La résistance a la
méticilline est le plus souvent due a une modification de la cible de la méticilline par
acquisition d’une nouvelle protéine de liaison a la pénicilline de faible affinité pour les béta-

lactamines: la PLP2a (El-Anzi, 2014) (Figure 3). Cette PLP2a est une protéine unique,
11
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inductible, acquise qui a un poids moléculaire d'environ 76 kDa, et elle est produite
uniquement par les staphylocoques résistants a la méticilline (Palaveceno, 2007). La PLP2a,
d'autre part, est une transpeptidase liée a la membrane qui a évolué a partir de protéases a
sérine, leur activité biochimique est mécaniquement similaire a celle de la protéase a sérine
(Chambers, 1997). Elle possede la capacit¢ de catalyser seule 1’assemblage du
peptidoglycane lorsque les autres PLP sont inactivées par les B-lactamines (Al-Zu'Bi et al.,
2004). Les isolats contenant le mécanisme de résistance a médiation par PLP2a sont
cliniquement résistants a toutes les B-lactamines disponibles, y compris les pénicillines, les
céphalosporines, le complexe : inhibiteur de B-lactamase / f-lactamine, monobactamines et

les carbapénémes (Palaveceno, 2007).

La résistance peut étre homogene : exprimée par toutes les souches, ou hétérogénes :
exprimée par une proportion de colonies filles issues d’une colonie meére exprimant la

résistance (Tomasz et al., 1991).

12
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Figure 3: Mécanisme de résistance de S. aureus a la méticilline par PLP2a (Rebiahi, 2012).

La PLP2a de S. aureus contient une ancre transmembranaire N-terminale, qui peut étre
¢liminée sans affecter la cinétique de liaison au P-lactame. La PLP2a a des dimensions
globales de : 130 x 60 x 58 A et est constitué d'un domaine de liaison a la nonpénicilline
(nPL) bilobé et d'un domaine transpeptidase C-terminal (Figure 4). Le lobe N-terminal
correspond a une extension N-terminale unique aux PLP de masse moléculaire ¢levée. La
longueur du domaine nPL (qui positionne le site actif transpeptidase > 100 A de I'extrémité
C-terminale attendue de l'ancre transmembranaire) suggere un rdle structural potentiel et
donne potentiellement au domaine transpeptidase une portée substantielle de la membrane

cellulaire (Lim et al., 2002).
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Les béta-lactames antibiotiques inactivent les DD-transpeptidases nécessaires a la
synthése du peptidoglycane en réagissant avec le groupement —O d’un résidu de sérine
indispensable a [Dactivit¢é enzymatique dans une réaction d’acylation qui implique

I’ouverture du noyau béta-lactame (Lu et al., 1999).

L'interaction d'une PLP avec un inhibiteur de B-lactame commence avec la formation
réversible rapide d'un complexe de Michaelis non covalent. Ceci est suivi par l'attaque
nucléophile par le résidu sérine (Ser) du site actif sur le cycle B-lactame pour donner un
intermédiaire acyle-PLP covalent relativement stable. Une comparaison des parameétres
cinétiques de la PLP2a avec la PLP sensible au B-lactame a montré que la résistance au -
lactame de la PLP2a est principalement due a la formation inefficace de l'intermédiaire acyl-
PLP, et ne résulte pas d'un mauvais ajustement du B-lactame dans le site actif ni d’une
rupture rapide de l'intermédiaire acyl-PLP. L’efficacité¢ des inhibiteurs de B-lactame résulte

de leur capacité a former des complexes covalents stables avec leurs cibles (Lu et al., 1999).

La structure du domaine soluble de la PLP2a a révélé que, bien que le domaine C-
terminal présente un schéma de repliement typique des transpeptidases de PLP, il présente
des déviations structurelles uniques qui peuvent expliquer sa faible affinité pour les B-
lactames. La principale différence est que le motif du site actif contenant la sérine
nucléophile est situ¢ sur une hélice-a dans une gorge étroite étendue. Le pauvre taux
d'acylation de PLP2a est dii a ce site actif discordé qui doit subir un changement

conformationnel pour que l'acylation se produise (Lim et al., 2002).

La structure du complexe méticilline-acyle-PLP2a (figure 5) montre que ce faible taux
d'acylation est une conséquence de la translation de la méticilline liée le long de la rainure
du site actif. L’acylation intrinséquement lente de PLP2a fonctionne en conjonction avec la
liaison restreinte de la méticilline dans le site actif étroit (figure 5d) pour fournir une

résistance accrue contre les B-lactames volumineux, tels que la méticilline (Lim et al., 2002).

14
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Figure 4 : Structure de la PLP2a du S. aureus (Lim et al., 2002).
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Figure 5 : Complexe méticilline-acyl-PLP2a chez S. aureus (Lim et al., 2002).

2.1.2. Support génétique de la résistance a la méticilline : la résistance a la méticilline
chez les staphylocoques est due principalement a la production de la PLP2a qui est codée
par le géne mecA (Al-Zu'Bi et al., 2004). Ce géne est situé dans un grand fragment d’ADN
chromosomique appelé mecDNA, retrouvé uniquement chez les souches résistantes a la
méticilline et intégré au niveau d’un site spécifique de S. aureus (Chambers, 1997). Les

travaux de Katayama et al. ont permis de montrer que le mecDNA appartient a une nouvelle
16
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classe d’¢léments génomiques mobiles appelés SCCmec (Staphylococcal Cassette

Chromosome mec) (Katayama et al., 2000).

La SCCmec est un fragment d'ADN de 21 a 67 kb qui s'intégre dans le chromosome des
SARM au niveau d’un site unique : attBscc, situé¢ prés de l'origine de réplication de S.
aureus et qui se trouve dans un cadre de lecture ouvert de fonction inconnue, appelé orfX
(open reading frame), qui est hautement conservé parmi les souches cliniques de S. aureus

(Hiramatsu et al., 2001).

Pour ses mouvements, la SCCmec porte deux geénes spécifiques appelés : cassette
chromosome recombinase A and B (ccrd et ccrB), codant pour les recombinases qui
appartiennent a la famille des invertases-resolvases. Ces deux geénes sont responsables de
I’intégration et de 1’excision du SCCmec au chromosome. En plus des génes mecA, ccrA et

ccrB, SCCmec porte une séquence d’insertion IS43 1mec (Palaveceno, 2007).

Quatre classes du complexe du géne mec ont été identifiées : classe A, B, C et classe D
(figure 5), et quatre allotypes du complexe du géne ccr ont été identifiés dans chaque gene
ccrA et cerB : ccrAl, ccrA2, ccrA3 et ccrA4 pour le géne ccrd et cerBl, cerB2, ccrB3 et
ccrB4 pour le géne ccrB (Ito et al, 2004). Différentes combinaisons entre les classes du
complexe du géne mec et les types du complexe du géne ccr ont jusqu'a présent défini huit
types de SCCmec en utilisant les critéres ci-dessous (tableau 1 et figure 7). Les trois
premiers éléments SCCmec ont été désignés comme types I, II et III. Ceux-ci ont été suivis
par des rapports de SCCmec types IV a VIIL. Cette nomenclature devrait étre conservée,
mais un systeme supplémentaire (plus informatif) pour nommer les nouveaux éléments

SCCmec, basé sur le type de ccr et la classe du mec présente, est proposé (IWG-SCC, 2009).

SCCmec ressemble a un 1lot de pathogénicité; cependant, il ne contient aucun gene de
virulence. En ce sens, SCCmec peut étre considéré comme un ilot de résistance aux
antibiotiques. Il porte le complexe du géne mec, codant pour la résistance aux p-lactamines
et sa régulation inductible, et contient également des transposons et des copies intégrées de
plasmides qui portent divers genes de résistance aux antibiotiques autres que les [-

lactamines (Hiramatsu et al., 2001).
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Figure 6 : Les quatre classes du complexe de géne mec chez Staphylococcus (Hiramatsu et

al.,, 2001).

Tableau 1 : Les différents types du SCCmec identifiés chez S. aureus (IWG-SCC, 2009).

Type du SCCmec Complexe du géne ccr” Complexe du gene mec
I 1 (A1BI1) B
II 2 (A2B2) A
11 3 (A3B3) A
v 2 (A2B2) B
A% 5(C) C2
VI 4 (A4B4) B
vl 5(C) Cl
VIII 4 (A4B4)° A

a \ \ . . r \
Les genes ccr dans le complexe du gene sont indiqués entre parenthéses.

® Les génes ccrA4B4 trouvés dans la SCCmec de type VIII étaient presque identiques a ceux de
I'élément SCC-CI de S. epidermidis et présentaient des identités nucléotidiques de 89,6% et

94,5% a celles trouvées dans la SCCmec de type VI.
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Figure 7 : Structures de base des ¢léments SCCmec représentatifs (IWG-SCC, 2009).

Les structures des éléments SCCmec de souches représentatives sont illustrées a partir des séquences
nucléotidiques suivantes, déposées dans des bases de données: NCTC10442 (AB033763), N315 (D86934),
85/2082 (AB037671), CAOS (AB063172), ZH47 (AM292304), WIS (AB121219). ), TSGH17 (AB512767),
PM1 (AB462393), HDE288 (AF411935), JCSC6082 (AB373032) et C10684 (FJ390057).
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En 1987, le géne mecA a été découvert et cloné a partir d’une souche Japonaise de
SARM, et sa séquence a été¢ déterminée (Katayama et al., 2000). Cette séquence d’ADN
n’est pas retrouvée chez les souches de Staphylococcus aureus sensibles a la pénicilline. En
effet, 1'origine du géne mecA est incertaine jusqu’a présent. Un homologue du géne mecA
présentant une similarité de 88% au niveau de la séquence d’acides aminés a ¢€té¢ identifié
chez Staphylococcus sciuri (Deurenberg et al., 2007). Cet homologue aurait subi des
mutations, car S. sciuri n'est pas résistante a la méticilline. Ces données et d'autres,
supportent I'hypotheése que mecA est originaire d'une espece de Staphylococcus a coagulase
négative, probablement un proche parent évolutif de S. sciuri. Toutes les souches de S.
aureus résistantes a la méticilline sont des descendants clonaux de quelques souches

ancestrales qui ont acquis le gene mecA (Chambers, 1997).

2.1.3. Modes de résistance autres que la PLP2a : pour certaines souches, les CMI de la
méticilline (4 a 8 pg/ml) sont Iégérement supérieures a la limite permettant de différencier
les souches résistantes des souches sensibles. Ces souches ne contiennent pas le gene mecA.

Trois mécanismes peuvent étre a I’origine de cette résistance de bas niveau (Tomatsz et al.,

1989).

- Des altérations des PLP1, 2 ou 4 chez des souches ne produisant pas de béta-
lactamase (souches MODSA : modified Staphylococcus aureus) (Tomatsz et al.,

1989).

- Une hyperproduction de béta-lactamase plasmidique pourrait étre également a
I’origine de I’hydrolyse de la méticilline (souches BORSA : borderline
Staphylococcus aureus) (Tomatsz et al., 1989 ; Chambers et al., 1997).

- Une activité de la méticillinase distincte de la b-lactamase staphylococcique codée
par un plasmide a également été rapportée chez des souches BORSA, qui pourrait

étre importante (Chambers et al., 1997).
2.2. Régulation génétique de la résistance de S. aureus a la méticilline

La classe original du complexe du géne mec, classe A, contient le géne mecA et en
amont de ce dernier se situe ses génes régulateurs intacts : mecl et mecRI. Le geéne mecl
code une protéine répresseur de la transcription : Mecl, et mecRI code pour une protéine
transducteur du signal, MecR1. Sur la base des données expérimentales de leurs homologues

protéiques Blal et BlaR1, qui constituent le systéme d'induction de la pénicillinase chez S.
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aureus, codée par le géne blaZ (Hiramatsu et al, 2001). Il n'est donc pas surprenant que

mecA puisse €tre régulé par le systéme d'induction de la B-lactamase (Berger-Bachi, 1994).

Cependant, en absence de B-lactamine, Mecl réprime la transcription a la fois de mecA
et de mecRI-mecl. En présence de B-lactamine, MecRI le détecte avec son domaine
extracellulaire, ensuite clive par voie autocatalytique, en activant son domaine métallo-
protéase qui se situe dans sa partie cytoplasmique. La métallo-protéase clive Mecl li¢e a la
région de I’opérateur du géne mecA, ce qui permet sa transcription et la production de la
PLP2a. Les deux geénes mecl et mecRI peuvent étre tronqués par les séquences d'insertion
IS431 ou IS1272, ce qui entraine la dérépression du géne mecA (Deurenberg et al., 2007 ;
Hiramatsu et al., 2001).

Le systéme mecl/mecR1 exerce une inhibition plus forte que blal/blaR1. Si le systéme
mecl/mecR1 est fonctionnel, la transcription du géne mecA est trés fortement inhibée et la
souche apparait sensible avec les techniques usuelles d’antibiogramme. Toutefois, grace au
systeme blal/blaR1, la méticilline sera lentement inductrice de la résistance. En pratique
clinique, la majorité des souches actuelles ont un systéme mecl/mecR1 non fonctionnel et la
transcription du géne mecA est sous la dépendance de blal/blaR 1 : dans ce cas la résistance
est rapidement inductible par les f—lactamines. En raison de l'interaction entre le systéme
régulateur de la B-lactamase et le mecA4, le locus chromosomique R2, un autre géne impliqué
dans l'induction des P-lactamases, pourrait également étre impliqué dans l'induction de
PLP2a. Des genes auxiliaires appelés fem (pour «factors essential for methicillin
resistance») sont également impliqués dans 1’expression de la résistance a haut niveau chez
les souches présentant une résistance hétérogene a la méticilline. Cinq geénes ont été

identifiés : femA, femB, femC, femD et femE (Berger-Bachi, 1994).
3. Structure des protéines

Si ’ADN est le support physique de I’information biologique, la protéine en est le
reflet, et a 1I’échelle moléculaire c’est déja une véritable machine fonctionnelle, assurant a la
fois des fonctions vitales aussi bien structurales que dynamiques. Ainsi une protéine est un
polymeére linéaire constitué de différentes unités de base, les acides aminés (aa) ou résidus.
Un aa est constitué d’un carbone central (carbone alpha ou Ca) li¢ a un groupement
carboxyle (COOH), a un groupement amine (NH;), a un atome d’hydrogeéne (H) et a un
radical R. Les vingt aa se différencient par la nature de ce radical qui leur confére différentes

propriétés telles que la charge, la flexibilité, I’encombrement stérique ou bien encore
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I’hydrophobicité (Ferron, 2005). La structure d’une protéine peut étre décrite a plusieurs

niveaux de structures, chacun apportant un type d’informations spécifiques.
3.2. La structure primaire

Les aa sont reliés entre eux par une liaison peptidique entre le groupement carboxyle
COOH d’un résidu et le groupement amine NH; du résidu suivant. La chaine ainsi formée
est appelée « la chaine principale ou squelette », alors que les radicaux sont désignés sous le
terme de « chaines latérales ». On parle de peptide lorsque le nombre de résidus est inférieur
a 50 et de protéine au-dela (Krid, 2008) (Figure 8). La principale information apportée par la
structure primaire est I’ordre ou la succession des aa formant la molécule protéique.
Secondairement, la structure primaire permet les calculs de valeurs spécifiques intrinseques

telles que le pl, le PM, I’hydrophobicité, etc.

H 0 H 0 IO | N |
N-C—C ~ + _N—CC oep  N—CC=N=-C—C + H,0
H/ I OH| H ' H OH H " OH
_'., ‘ . ILiaison Birerminal
N-Termina peptidique ermina

Figure 8: Formation de la liaison peptidique. La liaison de deux aminoacides est

accompagnée de la perte d’une molécule d’eau (Berg et al., 2002).
3.2. Les structures secondaires

Elle correspond aux repliements qu’adoptent certaines portions de la séquence
protéique, caractérisés par les angles diedres Phi (@ : Ca- NH) et Psi (¥ : Ca-CO) et par la
présence de liaisons hydrogene entre les groupements amides (-NH) et carbonyles (-CO) du

squelette peptidique (Ghouzam, 2016).

Les valeurs d’angles @ et ¥ sont limitées par 1’encombrement stérique des chaines
latérales des résidus. En effet, les rotations Ca-NH et Ca-CO ne s’effectuent pas librement
sur 360°, mais sur des valeurs d’angles (Phi et Psi) limitées pour éviter un éventuel
encombrement stérique ayant pour conséquence une anomalie structurale affectant
négativement 1’activité de la protéine. Il existe donc un ensemble de valeurs autorisées pour
Phi et pour Psi pour lesquelles la molécule protéique peut adopter une comformation active.

Ces valeurs combinées peuvent étre représentées graphiquement selon le diagramme de
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Ramachandran (Ramachandran et al., 1963 ; Ramachandran et Sasisekharan, 1968) (figures

9 et 10).

De maniére générale, les angles diedres Phi et Psi adoptent des valeurs déterminées
spécifiques de chacune des deux conformations (alpha et béta) : pour 1’hélice alpha Phi = -
57° et Psi = -47° ; pour le feuillet béta 1’angle Phi = -139° et I’angle Psi = +135°
(Guendouze, 2018).

Les hélices a et les feuillets B constituent une trés grande partie des éléments structuraux
réguliers des protéines. Cependant, des éléments de structures secondaires irréguliers (les
coudes) sont également observés dans les protéines et sont tout aussi importants pour leurs

fonctions et leurs structures (Ghouzam, 2016).

Amide plana

.6.

l .\u-CBI“EIDI'I

o

-\.:‘\. .
' Side group

Amige plana

Figure 9 : Plans peptidiques de deux résidus. Les deux plans peptidiques sont colorés en

bleu. Les deux angles de torsion Phi (@) et Psi (¥) y sont représentés (Waldispuhl, 2004).
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Figure 10 : Diagramme de Ramachandran.

3.2.1. Hélices a : L’hélice a est créée par I’enroulement du squelette peptidique autour
d’un axe central de maniere a former un tour régulier, chaque tour comporte 3,6 résidus ce
qui correspond a un pas de 5,4 A (soit 1,5 A par aa). La structure est stabilisée par des
liaisons hydrogene entre le groupe C=0 du résidu i et le groupe N-H du résidu i+4. Les

chaines latérales des résidus d’une hélice a sont orientées vers I’extérieur (Ghouzam, 2016).

La courbure du squelette peptidique peut se faire dans deux directions : droite (dans le
sens des aiguilles d’une montre) et gauche. Presque la totalité¢ des hélices observées dans les
protéines sont des hélices droites. Les hélices gauches sont plus rares, car énergétiquement

moins favorables (Ghouzam, 2016).

D’autres types d’hélices ont €¢galement été observés dans les protéines, mais beaucoup
moins fréquemment, diis a leur géométrie moins favorable. L hélice 310 a une périodicité de
trois résidus par tour, avec une liaison hydrogene entre le résidu i et le résidu i+3 (Taylor et
Kerr, 1941 ; Huggins, 1943). Ce type d’hélice est généralement observé dans de petits
segments ou encore aux extrémités d’une hélice a. La tres rare hélice pi (7) a une périodicité
de 4,4 résidus par tour avec une liaison hydrogeéne entre le résidu i et le résidu i+5. Elle est

seulement observée aux extrémités des hélices a (Low et Baybutt, 1952).
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Figure 11: Schéma d’une hélice a droite (Ghouzam, 2016).
Les oxygenes, azotes, hydrogeénes, et chaines latérales des résidus sont représentés par des boules rouges,
blanches, grises et vertes, respectivement.

3.2.2. Les feuillets B : Contrairement aux hélices a, les feuillets B font intervenir des
régions ¢loignées les unes des autres le long de la structure primaire, appelée brins p (Figure
12). Les feuillets B sont composés de plusieurs brins, alignés les uns a cotés des autres entre
lesquels s’établissent des liaisons hydrogenes. Cet alignement des brins peut s’organiser de

trois fagons différentes (Figure 13) :

- Si deux brins adjacents sont orientés dans le méme sens (de Nter vers Cter) le feuillet  est

parallele B (Ferron, 2005),

- Si les deux brins sont dans des sens opposés, on dit que le feuillet B est antiparall¢le

(Ferron, 2005),

- Les feuillets B peuvent aussi former des configurations mixtes avec, a la fois, des brins

paralléles et antiparalleles au sein du méme feuillet (Ghouzam, 2016).

Carboxy]
Lerminus
—

R ETTL IS
-

Figure 12: Schéma d’un Brin B (Ferron, 2005).
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Figure 13 : Shéma représentatif des différentes structures d’un feuillet § (Branden et JohnTooze,

1999).

3.2.3. Les boucles ou coudes : C’est une structure secondaire irréguliére, constituée
de trois acides aminés caractérisés par une liaison hydrogene entre le groupe C=0O du résidu
i et le groupe N-H du résidu i+3. Contrairement aux hélices et aux feuillets, les tours sont
des structures secondaires trés courtes, bien qu’environ 25 a 30% des acides aminés s’y
retrouvent (Waldispuhl, 2004). Elles peuvent étre importantes pour la stabilité et la fonction

de la protéine (Fetrow, 1995).

La classification des coudes s’éffectue généralement en fonction du nombre de résidus

qu’ils comprennent :

- coude a: comprend trois résidus avec quatre liaisons peptidiques, séparent les deux
résidus extrémes de la structure. La liaison hydrogéne se forme entre le groupe -CO d'un
résidu 7 et les groupements -NH d'un résidu i+4.

- coude B : comprend deux résidus avec trois liaisons peptidiques, séparent les deux résidus
extrémes de la structure. La liaison hydrogene se forme entre le groupe -CO d'un résidu i et
les groupements -NH d'un résidu i+3. Ils sont regroupés sous l'appellation de coude B car
ils font souvent le lien entre deux brins . Les différentes valeurs prisent par les angles @ et

Y permettent de définir trois sous types de coude B notés I, II et Il (Tableau 2).
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- coude y : comprend un seul résidu avec deux liaisons peptidiques, séparent les deux résidus
extrémes de la structure. La liaison hydrogene se forme entre le groupe -CO d'un résidu i et
les groupements -NH d'un résidu i+2.

- coude o : les deux résidus extrémes de la structure son contigus, c'est-a-dire qu'ils ne sont
séparés que par une seule liaison peptidique (structure peu probable dun point vue
stérique).

- coude 7 : comprend quatre résidus avec cinq liaisons peptidiques, séparent les deux résidus
extrémes de la structure. La liaison hydrogene se forme entre le groupe -CO d'un résidu i et

les groupements -NH d'un résidu i+35.

Tableau 2 : Angles diedres moyens des résidus centraux suivant les trois types de coude f.

Résidu i+/ Résidu i+2
angle @ angle ¥ angle @ angle ¥
Type 1 -60.0° -30.0° -90.0° 0.00°
Type 11 -60.0° +120.0° +80.0° 0.00°
Type 111 -60.0° -30.0° -60.0° -30.0°

3.3. La structure tertiaire

Elle correspond au repliement et a 1’assemblage des différents éléments de la structure
secondaire. Cette structure correspond en fait a la structure tridimensionnelle (structure 3D)
de la protéine (Figure 14) (Krid, 2008). Le repliement et la stabilité des protéines sont guidés
par plusieurs forces ; les liaisons hydrogenes, les forces de Van der Waals, les forces

¢lectrostatiques et les interactions hydrophobes:

- Les liaisons hydrogeénes apparaissent quand deux atomes électronégatifs entrent en
compétition pour le méme atome d’hydrogene. L hydrogéne est li¢ de fagon covalente a un
des deux atomes (le donneur) mais interagit favorablement avec 1’autre (I’accepteur)
(Delsaux, 2008). Elles sont présentes par exemple dans la formation des hélices o et des
feuillets B.

- Les forces de Van der Waals sont des forces faibles et a courte portée mais efficaces en
grand nombre (Abraham, 2008). Elles correspondent aux forces d’attractions a longue

porté et de répulsions a trés courte porté entre deux atomes ou molécules adjacentes (Krid,

2008).
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- Les interactions électrostatiques (ioniques), ou ponts salins, sont formés entre deux atomes
de charges opposées (exemple : I’arginine et I’aspartate) (Ghouzam, 2016).

- Les interactions hydrophobes sont des forces indirectes qui favorisent le regroupement des
molécules non polaires afin de limiter les contactes avec 1’eau, et a créer entre elles des
liaisons dites interactions non covalentes (Krid, 2008).

- En effet, lorsque la protéine est déstructurée, les molécules d’eau qui 1’entourent vont
former des « cages » autour des résidus non polaires, ce qui va ordonner les molécules
d’eau et diminuer leur entropie, mais I’entropie de la protéine augmente. Inversement,
lorsque la protéine est repliée et que les résidus hydrophobes sont situés a I’intérieur,
I’entropie des molécules d’eau augmente, mais I’entropie de la protéine diminue

(Abraham, 2008).

Les protéines possédent plusieurs fonctions, dans ce cas, pour chaque fonction est
associée une structure et les séquences peuvent étre découpées en unités de base, que 1’on
appelle domaines protéiques. Ces domaines sont des structures globulaires et compactes qui
adoptent des repliements indépendants. Ces domaines structuraux sont les constituants de
I’architecture des protéines et de leurs fonctions. Ainsi, les combinaisons peuvent étre
variées tant par la nature que par ’ordre. Néanmoins, il est possible de distinguer deux
grandes catégories : les domaines continus qui sont formés par des régions peptidiques
consécutives qui se replient pour former un domaine indépendant et unique, et les domaines
discontinus qui sont composés de régions peptidiques non consécutives. Il est possible de
caractériser structurellement un domaine et ce, indépendamment du reste de la protéine.
Cette approche en domaines est largement utilisée dans la caractérisation structurale (Ferron,

2005).

Des expériences montrent que les protéines repliées aléatoirement sont inactives et
qu’apres dénaturation modérée, une protéine peut retrouver son repliement natif. Cela
indique que la chaine d’acides aminés contient en général I’information suffisante pour
déterminer la conformation de la structure de la protéine (Anfinsen, 1973 ; Alberts et al.,

1994).
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Figure 14: Différents types de repliement illustrant la variabilit¢ de la structure tertiaire

(Ferron, 2005).
4. Approches bioinformatiques pour la prédiction des structures 2D et 3D des protéines

La séquence primaire des protéines contient toutes les informations qui vont déterminer
les structures secondaires et tertiaires des protéines. La fonction d’une protéine dépend en
grande partie de sa structure c'est-a-dire de la manieére dont se replie la chaines d’acides
aminés (Bouziane et al., 2008). Plusieurs études se sont intéressées aux relations entre la
séquence, la structure et la fonction (Chothia et Lesk, 1986 ; Wilson et al., 2000 et Todd et
al., 2001).

L’identification de la fonction d’une protéine commence par la recherche de similarité
de séquence en comparant sa séquence primaire a d’autres séquences (alignements). Si la

similarité est significative (> 70%), alors deux postulats peuvent étre posés :

- Premiérement, les deux séquences sont homologues, autrement dit, elles sont liées

phylogénétiquement (Rost, 1999).

- Deuxiémement, 1’homologie entre deux séquences peut laisser supposer que les protéines

ont la méme structure voire la méme fonction (Rost, 1999).

La recherche de similarit¢ au sein d’un échantillon de séquences passe par leur

alignement multiple. Celui-ci permet de :

- Déterminer si la protéine s’organise en domaines : les domaines adoptent une conformation
particuliere, peuvent évoluer de fagcon indépendante du reste de la protéine et acquérir une
fonction biologique particuliere (fixation d’un ligand, ancrage membranaire,...). La

structure 3D des protéines peut ainsi étre constituée d’un assemblage de plusieurs
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domaines protéiques (protéine multi-domaine). Une protéine composée de plusieurs
domaines structuraux peut posséder plusieurs fonctions (Ghouzam, 2016).

- Déterminer des motifs conservés : la recherche de motifs est fondamentale, elle participe a
caractériser de nouvelles séquences (identification de fonction ou sites de
reconnaissances...) de nouveaux organismes et elle permet la classification des protéines et
leur assignement en famille sur le critére d’une « signature » commune (Ferron, 2005).

- Retracer son évolution et ses liens phylogénétiques : les séquences homologues possédent
un ancétre commun. La structure est généralement mieux conservée que la séquence au
cours de I’évolution du fait des pressions de sélection qui s’exercent sur la structure pour le
maintien de la fonction (Orengo et al., 1999). La découverte que des protéines homologues
ont des séquences en acides aminés variables d'une espece a I’autre, et que cette variabilité
est fonction de 1’évolution.

- Identifier sa fonction : deux séquences similaires a plus de 70% peuvent avoir des
structures qui se ressembles et des fonctions proches ou identiques.

Les programmes d’alignement multiple sont nombreux. Les plus utilisés sont Clustal
Oméga, Multalign, Clustal W, Dialign, T-coffee, MAFFT et MUSCLE (Thompson et al.,
1999; Edgar, 2004).

4.1. Méthodes pour la prédiction de structures secondaires

La fonction d’une protéine dépend en grande partie de sa structure c'est-a-dire de la
manieére dont elle se replie au tour d’elle-méme. La prédiction de la fonction protéique passe
d’abord par les prédictions structurelles 2D (et 3D). Prédire la structure 2D revient a prédire
les ¢éléments conformationnels locaux : helices a, feuillets B et coudes (Bouziane et al,

2008).

Les premieres méthodes de prédiction de structures secondaires, développées par
Nagano (Nagano, 1973), Chou-Fasman (Chou et Fasman, 1974), Lim (Lim, 1974), Garnier,
Osguthorpe et Robson (Garnier et al., 1978) reposaient sur une analyse statistique de la
propension des acides aminés a se trouver dans 1’un des éléments de structures secondaires
(a, B ou coude) (Ferron, 2005). Les méthodes de Chou et Fasman et GOR sont les plus

utilisées :

- La méthode de Chou et Fasman a été établie a partir d’un ensemble de protéines dont la
structure primaire est connue ainsi que la conformation tridimensionnelle (rayons X).

L’étude statistique apportée par cette méthode (algorithme) permet de déterminer 1’aptitude
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de chacun des 20 aa a adopter une conformation donnée (alpha, béta). On définera donc
pour un aa donné les parameétres structuraux P, et Pg correspondant aux structures a et f3
(Henriette et Lefebvre, 1980).

Les parameétres P, = f,/<fo> et Pg= fp/<fp> dans lesquels f, et fgreprésentent le nombre de
fois que le résidu considéré est présent dans les séquences en hélice a ou en structure 3 et
ou «fy et «fp représentent le nombre moyen d’aa constituant ces séquences protéiques

(Henriette et Lefebvre, 1980).

- La méthode GOR (Garnier et al., 1978) est basée sur la prédiction de trois états (hélices,
brins et coudes). Il s’agit d’une analyse statistique de la fréquence des résidus observés
dans une fenétre de 17 aa. Les éléments de structure secondaire sont assignés en fonction
de la composition et de la fréquence des résidus. La prédiction est affinée par la suite, en
tenant compte du fait que le nombre minimum de résidus est respectivement quatre ou
deux pour les hélices et les brins (Ferron, 2005). Le taux de bonne prédiction de ces
méthodes, noté¢ Qs est de I'ordre de 55 a 58%. Le Q; correspond au pourcentage des
structures correctement prédites (hélices a, feuillets B et coudes) par rapport a une structure

2D de référence (Maupetit, 2007). Exemple :

Q3= (7+3+3) / (9+3+4)
Prédiction : CCCHHHCCEEEHHHHH
e Qs;=13/16
Correct : CHHHHHCCEEECHHHH Q3=0.81 (81%)

H: Helix = Hélice a ; E: Extended strand = Feuillet 3 ; C: Coil = Coude (ou boucle).
4.2. Méthodes pour la prédiction des structures tertiaires

La structure 3D est importante puisqu'elle détermine les propriétés biochimiques et la
fonction biologique des protéines. En général, les structures 3D des protéines sont
déterminées soit par cristallographie aux rayons-X soit par RMN. Cependant, ces méthodes
sont coliteuses et restent un processus long. En complément a ces approches expérimentales,

les méthodes de modélisation moléculaire ont été¢ développées (Khemili, 2013).

Deux types de méthodes sont utilis€s pour la prédiction de la structure 3D des

protéines : la modélisation comparative et les méthodes dites ab initio (figure 15).

4.2.1. La modélisation comparative
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4.2.1.1. Modélisation par homologie : La modélisation par homologie est fondée
sur le fait que deux protéines qui partagent une identité de séquence élevée (plus de 30%)
adoptent un méme repliement (Rost, 1999; Baker et Sali, 2001). Son principe consiste a
aligner la séquence d'une protéine donnée dont la structure est inconnue (cible) avec la
séquence d'une ou de plusieurs protéines ayant une structure expérimentale connue (RMN

ou Rayons-X) (patrons ou références) (Sali & Blundell, 1993).

Les programmes de prédiction des structures des protéines par modélisation par

homologie se basent sur différentes approches :

- Assemblage de corps rigides : un modele est assemblé a partir d’un nombre restreint de
corps rigides obtenus a partir du coeur des régions alignées (Blundell et al., 1987 ; Greer,
1990). L’assemblage consiste donc en un ajustement des corps rigides sur la matrice (le
patron), puis de reconstruire les parties non conservées (i.e. les boucles et chaines
latérales). Les programmes les plus connus dans cette catégorie sont SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/ ; Schwede et al, 2003), NEST (Petrey et al., 2003), 3D-
JIGSAW (Bates et al., 2001) et Builder (Koehl et Delarue, 1995). La principale différence
entre ces méthodes réside dans la technique employée pour reconstruire les boucles et les
chaines latérales (Maupetit, 2007).

- Correspondance de segments : utilise un sous-ensemble de fragments protéiques dérivés de
I’alignement pour rechercher des fragments compatibles dans une base de
données représentative de structures résolues (Jones et Thirup, 1986; Claessens et al.,
1989). La base de données de recherche contient de courts fragments protéiques
sélectionnés selon des critéres énergétiques et/ou géométriques. Le programme le plus
connu est SEGMOD (Levitt, 1992) dévelopé par Michael Levitt.

- Satisfaction des contraintes spatiales : cette approche utilise des contraintes spatiales pour
générer des modeles, contraintes dérivées de 1’alignement de séquences toujours. Le
mode¢le est ainsi obtenu en minimisant les violations de ces contraintes spatiales. Le
programme le plus performant dans cette catégorie est MODELLER
(http://salilab.org/modeller/modeller.html ; Sali et Blundell, 1993).

4.2.1.2. Les méthodes de reconnaissance de repliement (Threading): Cette
méthode est préconisée quand la similarité de séquence entre la cible et les patrons est
comprise entre 20 et 30%. Elle consiste a enfiler la séquence de la cible sur une bibliotheque
de repliement afin de déterminer les structures qui correspondent le mieux a la séquence sur
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la base d'un critére énergétique ou de score (Helms et McCammon, 1998 ; Fiser et al., 2001 ;
Kamberaj et Helms, 2001). Les programmes de reconnaissance de repliement les plus
populaires sont 3D-PSSM ou Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/; Kelley et al.,
1999 ; Kelley et Sternberg, 2009) et THREADER
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/software downloads/threader/; Jones, 1998).

4.2.2. Les méthodes ab initio

Ces méthodes sont utilisées pour prédire la structure tertiaire de la cible pour des
pourcentages d’identité de séquence trés faibles a partir de sa séquence primaire en acides
aminés, en se basant sur leurs interactions physicochimiques (électrostatiques, van der
Waals, liaisons hydrogenes, etc...) entre les atomes des résidus (Cornell et al.,, 1995). Ces
méthodes se basent sur l'hypothése que la structure native des protéines correspond a
I'énergie libre minimale. Au sein de cette méthode, on distingue deux types de méthodes
dites : ab initio pures, basées uniquement sur des principes physiques, et de novo qui

utilisent une batterie d’informations issues de bases de données (Maupetit, 2007).

En raison de l’extréme complexité des calculs devant étre effectués, la taille des
polypeptides pouvant étre traitées par cette méthode (ab initio) ne dépasse pas la vingtaine

d’acides aminés, rendant de fait ces techniques inutilisables en pratique.

Les performances de ces méthodes de prédiction de structure 3D des protéines sont
évaluées réguliérement par le concours CASP (Critical Assessment of techniques for protein
Structure Prediction, http://www.predictioncenter.org/caspl0/index.cgi) (Khemili, 2013).
Malgré les progreés réalisés dans chacune de ces méthodes de prédiction, la modélisation
comparative demeure la plus performante (Oezguen et al., 2009 ; Shen et al., 2011 ; Ghosh

et Gupta-Bhattacharya, 2011)
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Figure 15 : Méthodes de prédiction des structures 3D des protéines
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1. Materiel bactérien

Ce travail a ¢été réalisé sur 65 isolats de S. aureus de différents prélévements cliniques
responsables d’infections au niveau de la pédiatrie Mensorah et d’autres laboratoires de la
ville de Constantine. Les isolats ont été recueillis durant la période de Décembre 2014 a
Septembre 2015. Les prélévements ont concerné différents types d’échantillons

pathologiques a visée diagnostic (pus, urine et sperme).

Les différentes techniques bactériologiques et les tests biochimiques utilisés pour
identifier les isolats de S. aureus ont été réalisés au niveau du laboratoire de microbiologie

de la pédiatrie Mensorah de Constantine.
1.1. Isolement et purification

L’isolement de S. aureus a été réalisé par repiquages successifs sur le milieu Chapman,
incubés a 37 °C/ 24 h. S. aureus donne des colonies jaunes orangés bombées de 1 a 2 pm de

diameétre avec acidification du milieu Chapman.
1.2. Identification présomptive et conservation des souches

En plus des observations macroscopiques, toutes les souches ont été identifiées (figure
16) grace aux méthodes bactériologiques classiques (coloration de Gram, production de
catalase, oxydase, DNase et de coagulase) et par les caractéres biochimiques a 1’aide des

galeries API 20 Staph (Bio Mérieux).

La conservation de courte durée des isolats purifiés a été réalisée par ensemencement
sur gélose nutritive inclinée. Apres incubation a 37 °C/ 24h, les tubes ont été conservés au
réfrigérateur a 4 °C. La conservation de longue durée des souches a été réalisée par piqure
centrale du milieu gélosé de conservation. Aprés incubation a 37 °C/24h, les tubes ont été

conservés a température ambiante.
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Prélévement (pus, urine et sperme)

|

Culture sur Chapman 37°C/24h

|

Isolement et identification

)

Coloration de Gram

7N\

Cocci Gram+

Bacille Gram+

|

Bacille Gram-

Test de la Catalase

7N\

Négative

Positive

!

Test de la coagulase libre
Test de la Dnase

API 20 Staph

7\

Négative Positive
SCN Staphylococcus aureus

|

Conservation

Figure 16: Organigramme de 1’identification de S. aureus par les méthodes bactériologiques

standards. SCN : Staphylocoque Coagulase Négative.
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2. Antibiogramme

La résistance aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion de disques
(Bio-Rad, France) en milieu gélosé de Muller-Hinton selon les recommandations décrites
par le comité de I’antibiogramme de la société francaise de Microbiologie (CA-SFM). Les
isolats ont été testées avec 16 antibiotiques : pénicilline G (10 pg), oxacilline (5 pg),
céfoxitine (30 pg), Ciprofloxacine (5 pg), Gentamicine (15 pg), Teicoplanine (30 pg),
Vancomycine (30 pg), Erythromycine (15 pg), Clindamycine (15 pg), Pristinamycine (15
ug), Doxycycline (30 pg), Fosfomycine (50 pg), Linézolide (30 pg), Rifampicine (30 pg) et
Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 pg). Les boites ont été incubées a 37 °C /24h.

Les résultats ont €té comparés aux valeurs critiques figurant sur la table de lecture ;

I’isolat est classé sensible, de résistance intermédiaire ou résistant (Tableau 3).
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Tableau 3 : Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition pour S. aureus.

Antibiotiques Symbole Charge du Diamétres critiques (mm)
disque

S R
Céfoxitine FOX 30 pug >27 <25
Ceftriaxone CRO 30 ug > 26 <23
Ciprofloxacine CIP S5ug >22 <22
Clindamycine CM/CC 15 ng >21 <14
Doxycycline D/DO 30 ug >19 <17
Erythromycine E 15 ng >22 <19
Fosfomycine FOS 50 pug > 14 <14
Gentamicine GM 15 ng > 20 <20
Linézolide LNZ 30 ug > 24 <24
Oxacilline (0),¢ Sug >20 <20
Pénicilline G P 10 ng >29 <29
Pristinamycine PR/PT 15 ng >22 <19
Rifampicine RA 30 pug >29 <24

Teicoplanine TEC 30 ug >17 -
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT 25 ug > 16 <13

Vancomycine VA 30 ug > 17 -
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3. Identification protéomique des souches par spectrométrie de masse MALDI-TOF
3.1. Préparation de la matrice

La matrice, solution pour cristalliser les échantillons, est préparée sous hotte chimique
avant chaque série d’analyses et est conservée a -80 °C a I’abri de la lumiére. Le protocole

de sa préparation est le suivant :

- Dans un tube Eppendorf de 1,5 mL, introduire deux spatules d’acide alpha-cyano-4-

hydroxycinnamique (ACHC),
- Ajouter 500 pL d’acétonitrile HPLC,
- Ajouter 250 uL de TFA a 10% (acide trifluoroacétique),
- Ajouter 250 pLL d’eau HPLC,
- Vortexer,
- Soniquer 10 min (la solution doit devenir trouble),
- Centrifuger pendant 5 min a 13 000 g,
- Transférer le surnageant dans un tube Eppendorf de 1,5 mL : la matrice est préte.
3.2. Préparation et dépot des échantillons sur la plaque

L’étape de dépdt des échantillons staphylococciques (figure 17) sur la plaque destinée
au MALDI-TOF (ou cible MALDI) est essentielle pour une bonne identification. Ces étapes

sont :

- Mise en place d’un plan de dépdt pour préciser la disposition des échantillons a placer sur
la plaque, en tenant compte de leurs codes respectifs. Chaque échantillon staphylococcique

étant placé dans deux puits (spots) de la plaque.

- Déposer, sur la premiére ligne de la plaque, deux spots du témoin positif " T" " (1,5 uL de
la suspension BTS " Bacterial Test Standard " contenant une souche de référence de

Escherichia coli) et recouvrir chaque dépot apres séchage par 1,5 pL de matrice.
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- Sur la ligne suivante dans les deux mémes colonnes, déposer deux spots du témoin négatif

"T " (ne contenant que 1,5 uL de matrice).

- Sur les lignes suivantes de la cible MALDI, déposer les échantillons staphylococciques
sous forme d’une fine pellicule en deux exemplaires, en prélevant a I’aide d’un embout

(0,1-10 pL) une petite quantité¢ de chaque colonie des isolats cultivés sur gélose TSA.

- Recouvrez les spots avec 1,5 uLL de la matrice.

- Laisser séchez les échantillons a température ambiante pendant cinq min sous une hotte.

- Introduisez la cible dans le MALDI-TOF.

Prélevement a partir d’une Dépot des échantillons sur la cible Ajout de 1,5 pL de matrice
colonie métalique puis séchage (5 minutes)

u sl

8 £ g B

;
; :
..... -
= =
= =
— o e

S !
G = I

Résultats de I’identification Spectre protéique

Introduction de la cible

dans I’appareil

Figure 17 : Séquence d’identification par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a

partir d’une colonie bactérienne.

3.3. Lancement de 1’acquisition MALDI-TOF MS et interrogation de la base de données
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- Lancer le logiciel d’acquisition FlexControl pour créer le projet d’identification des

bactéries. Ce logiciel est piloté par le programme MALDI BioTyper '™ 2.0 (Bruker

Daltonics) (figure 18).
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Figure 18 : Interface du logiciel MALDI BioTyper "™ 2.0 (Bruker Daltonics).

- Visualiser I’acquisition des spectres (figure 19).

- Les résultats s’affichent avec un code couleur (Figure 20).
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s

p—

Vetapa el chiwfied pem

L @ el

[r— [Em——

Code couleur :
Croissant de gauche =
résultat d'acquisition.
Croissant de droite =
résultat d'identification.

|

118118

fisgisiis
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Figure 19 : Interface du logiciel d’acquisition FlexControl.
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O Position non occupée sur la cible
. Analyse annulée
‘ Spectre sans singal
Spectre mesuré, identification jaune
‘ Spectre sans signal, identification rouge
Préparé
Meésuré
Spectre mesuré¢, identification verte

. Spectre mesuré, identification rouge

Figure 20 : Code couleur des analyses et identifications BioTyper "™ 2.0 (Bruker Daltonics).

- Les spectres générés a partir des bactéries entiéres sont ensuite comparés aux spectres de
référence présents dans la base de données BioTyper. Ces spectres de référence ont été
obtenus a partir des souches types et d’isolats issus de collections internationales. La
concordance des spectres obtenus a partir des isolats bactériens étudiés avec ceux de
référence est traduite par des scores (de zéro a trois) qui indiquent le degré de confiance a

accorder a I’identification (Tableau 4).

Tableau 4 : Score de concordance des spectres obtenus a partir d’une bactérie d’intérét avec

ceux de la base de données Biotyper, reflétant le degré de confiance a accorder a

I’identification.

Score Description Symbole | Couleur
2,300 — 3,000 Forte probabilité d’identification de 1’espéce +++ -
2,000 — 2,299 | Identification du genre sécurisée, identification ++ vert

de I’espece probable
1,700 — 1,999 Identification au genre probable + jaune
0,000 — 1,699 Degré de confiance insuffisant pour —
I’identification

- Les résultats d’une cible sont exploitables seulement si les témoins T* et T" sont valides :

+ . \ . . .
- T doit correspondre a Escherichia coli avec un score > 1,9 (zones vertes)
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- T" doit correspondre a un score sans identification < 1,7 (zone rouge)
4. Détection moléculaire du gene mecA

4.1. Extraction de I’ADN

L’ADN de tous les isolats a été extrait a partir de cultures fraiches de 24h. L'automate
EZ1 BioRobot (EZ1 XL) de QIAGEN est utilisé selon le protocole d’extraction EZ1
Advanced XL Sample & Assay Technologies. La technique des particules magnétiques

donne a I'ADN une haute qualité. Elle est utile pour une utilisation directe d'amplification.

Le kit EZ1 DNA Tissue (Qiagen) a été utilis€ pour I’extraction de I’ADN selon le

protocole suivant :

- Une petite colonie de chaque isolat a ét¢ mélangée avec 200 puL de tampon de lyse G2 dans

des tubes a fond plat.

- Les suspensions ont ¢t¢ homogénéisées au vortex pendant 2 min, puis elles ont été mises

dans I’automate EZ1 BioRobot (EZ1 XL) pour extraire I’ADN.

- Le tampon va permettre d'éliminer les protéines et libérer les acides nucléiques, qui sont

ensuite fixées par des billes magnétiques.

- Les billes magnétiques fixées a ’ADN sont lavées a plusieurs reprises. Lors de cette étape,

1'¢luat se détache des billes et celles-ci sont capturées par un aimant qui les retient.

- Les ¢luats contenant les ADN génomiques sont alors récupérés dans des microtubes
stériles et conservés a 4°C pour une utilisation immédiate ou a -20 °C pour une longue

conservation.

4.2. RT-PCR

- Préparation et constitution du mix PCR : La préparation du mix a été effectuée selon les

instructions du fournisseur, les amorces utilisées sont décrites dans le tableau 5.
- 650 pL du Mix Quantitec.
- 130 puL de Probe.

- 130 pL d'H,0.
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- 32,5 uL de chaque amorce.
Dans la piece d’extraction, sous une hotte, procéder aux manipulations suivantes :

- Préparer le plan de plaque et indiquer 1’emplacement des puits utilisés sur la plaque puis

leur code.
- Déposer 15 pL du mix PCR dans chacun des puits (plaque 96 puits) utilisés.

- Ajouter 5 uLL. d’ADN extrait de chaque isolat (n=65) dans les puits selon le plan de plaque

prépare.
- Ajouter le T" dans le puit correspondant (souche de référence : S. aureus mecA").
- Pour le T le puit qui correspond contient seulement 15 pL du mix PCR.
- Recouvrir la plaque d’un film optique (Applied biosystems).
- Mettre la plaque dans I’appareil PCR de type CFX96 (BioRad) et lancer la PCR.

- Le protocole de la RT-PCR comporte les programmes suivants : un programme de
dénaturation de ’ADN (95 °C / 15 min), un programme d'amplification (95 °C/ 30 s) et de

quantification (60 °C / 1 min). Ce protocole étant répété 35 fois.

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier le géne mecA.

Tm °C
Amorces Sequences (5'-3") (ThermoFisher Références
Scientific)

Forward | AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 55,9 Strommenger

primer et al. (2003)

and Shahraz et
Reverse AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C 59,8
al. (2011)
primer

Les isolats (n=21) mecA" sont ensuite envoyés au laboratoire BIOFIDAL (Laboratoire
de biologie moléculaire, Lyon. France) pour 1’amplification et le séquencage de leurs genes

ADNTr 16S et mecA.
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5. Identification moléculaire des isolats

L’identification de nos isolats est passée par I’amplification et le séquengage de leurs
ADNr 16S. Pour cela, une PCR standard est utilisée. Les étapes réalisées pour cette

identification sont les suivantes :
5.1. Lyse des colonies bactériennes
Cette technique a été inspirée d’un protocole de Hassanzadah ef al. (2016) :
- Cultiver les bactéries S. aureus sur boites de Pétri sur milieu Chapman a 37 °C/24h.

- Prendre 10 a 12 colonies, et les mettre dans un tube de type Eppendorff de 1,5 mL, dans
330 uL de Tampon TENT (voir annexe A).

- Mettre les tubes au bain-Marie a 96 °C durant 12 min, pour lyser les parois bactériennes.
- Centrifuger les tubes a 12 000 rpm /5 minutes pour culoter les débris cellulaires.
- 2 uL de surnageant est pris pour réaliser les PCR.

5.2. Purification de I’ADN total

Le Kit AMPURE XP (Beckman Coulter, France) a été utilisé¢ pour la purification de
I’ADN au moyen de billes Magnétiques. L’ADN extrait est mis en suspension dans 20 pL
de Tampon TE 1X (Tris-EDTA : 10 mM Tris et | mM EDTA, pH 8.0).

5.3. Amplification et séquencage du gene ADNr 16S

La PCR (Standard) a consisté a multiplier la séquence du gene ADNr 16S de nos isolats
a I’aide des amorces universelles 16S-27F et 16S-1492R (Tableau 4) générant un amplicon

de 1465 pb.

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un thermocycleur Biometra
(LABGENE scientific Instruments, Archamps, France). Le mélange réactionnel

d’amplification d’un volume final de 30 pL contient :
-2 uL d’ADN extrait ;
- 6 uL du Mix HOTBIOAmp 5X a 12,5mM MgCl;;
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- 2 uL d’Enhancer 10X ;

- 1 uL Primer 16S-27F ;

- 1 pL Primer 16S-1492R ;
- 18 uL H,O gsp.

Les différentes étapes de la PCR standard comprennent une étape d’activation du Mix

pendant 12 min a 96 °C. Cette étape est suivie de 35 cycles d’amplification de I’ADN avec :
-20sa96 °C (Dénaturation),

- 23 s a 56 °C (Hybridation des amorces),

- 1 min 30 s a 72 °C (Elongation),

- Extension finale de 10 min a 72 °C permet de terminer la synthése des brins inachevés.

5.3.1. Contrdle qualité des amplifications PCR : le contréle qualité des produits PCR
se fait par électrophorése sur QIAXCEL pour validation de la qualité et de la quantité de
produit PCR (Une seule bande bien spécifique de taille identique a la taille attendue :

environ 1460 pb pour le géne 16S).

5.3.2. Purification des produits PCR : afin d’étre séquencés dans de bonnes conditions,
les produits d’amplification doivent étre débarrassés de tous les résidus de la réaction de
PCR. Cette purification a été opérée par la méthode ExoSAP-IT® qui est la méthode de
référence de nettoyage enzymatique des produits de PCR faisant appel a deux enzymes
hydrolytiques : I’exonucléase I et la phosphatase alcaline de crevette (SAP : Shrimp Alcaline
Phosphatase). Les enzymes ExoSAP-IT® permettent I’élimination en une seule étape des

amorces et des dNTP non incorporés restants en fin de PCR.

5.3.3. Les réactions de séquence : le séquencgage des produits de PCR a été effectué en
utilisant le kit Big Dye V3.1 Dye Terminator Kit (Thermo Fisher Scientific). Cette PCR
consiste a amplifier le forward et le reverse séparément pour les séquencer. Le séquencage a
été effectué en utilisant un seul couple d'amorces (tableau 6). Le mélange réactionnel de la
PCR a un volume total de 10 pL, contient 4 L. d’ADN extrait 1,5 uLL de tampon du Kit Big
Dye V3.1 (Thermo Fisher Scientific), 1 pL. de Big Dye, 3 uL d’eau distillée et 0,5 pL

d’amorce. La réaction de séquence comprend une étape de dénaturation initiale d’une
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OmOinute a 95 °C suivie de 25 cycles de dénaturation a 96 °C pendant 10 secondes,
hybridation pendant 5 secondes a 50 °C et d’¢longation a 60 °C pendant 3 minutes. Les
réactions de séquence ont ensuite été purifiées avec le kit Big Dye X terminator (Thermo

Fisher Scientific).

5.3.5. Le séquengage : les séquences sont analysées sur un Séquenceur 96 capillaires
ABI-3730XL (Thermo Fisher Scientific). Le résultat est présenté sous forme d’un

chromatogramme.

Les séquences des fragments obtenus par les deux amorces utilisées, sont des
séquences qui se recouvrent en partie. A 1’aide de ces parties communes entre les séquences
lues, nous pouvons reconstituer la séquence consensus. Cette opération d'assemblage est
réalisée par le logiciel CHROMAS Pro (Technelysium Ltd) pour créer le Contig Complet du
gene ADNr 168S.

Les séquences sont comparées aux séquences homologues des banques de données
nucléiques de séquence a travers le portail NCBI en utilisant le programme BlastN
spécifique des séquences nucléiques non codantes au contraire de BlastX, qui lui est destiné

a Blaster des ARNm.

Tableau 6 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier et séquencer le géne ADNr 16S

Amorces Séquence (5-3") Tm °C
Amplification 16S-27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 55.9
16S-1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 57.7
Sequengage 16S-805R GACTACCAGGGTATCTAATCC 55.6
16S-52F ATTAGATACCCTGGTAG 51.4

5.4. Alignement multiple des séquences et Analyse phylogénétique

Nous avons utilis¢ le programme MultAlin 5.4.1 (Corpet, 1988) disponible en ligne
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl) pour I'alignement multiple de
ces 21 séquences d’ADNr16S. Cet alignement va nous permettre de ressortir des zones de

forte similarité et/ou des zones de faible similarité. Celles-ci s’expliquent par des taux de
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mutations (substitution ou insertion/ délétion) tres €levées entre les séquences alignées. Au
contraire, les zones de forte similarité retrouvées dans 1’alignement multiple indiquent une

forte conservation de nucléotides entre ces séquences.

Les arbres phylogénétiques ont été construits avec le programme Mega 7.0 (Kumar et
al., 2016), selon la méthode des distances de Neighbor-joining. La matrice des distances est
corrigée selon le modele Kimura a deux parameétres (o pour les transitions et B pour les

transversions) avant de procéder a la construction phylogénétique (Tamura et al., 2011).
6. Détection moléculaire et séquencage du gene mecA

L’amplification du geéne mecA est réalisée en utilisant les amorces décrites dans le
tableau 7. Le mix de réaction PCR pour tous les échantillons est préparé comme expliqué
dans la partie 5.3 (Page : 45). La PCR s'effectue dans un thermocycleur Biorad selon le

programme suivant:
- Dénaturation initiale a 95 °C pendant 10 min,

- 39 cycles comportant : 30 s de dénaturation a 95 °C, 30 s d’hybridation a 53 °C, 3 min
d’¢longation a 72 °C,

- Une ¢élongation finale & 72 °C pendant 10 min permettant de terminer la synthese des brins

inachevés.

Le reste des étapes est réalisé€ par les mémes étapes que celles d’ADNr 16S.
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Tableau 7 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier et séquencer le géne mecA.

Amorces Séquences (5'-3") Tm °C

Amplification mecA-F3-36 AGTTGTAGTTGTCGGGTTTGG 55.6
mecA-R6-2269 CGGAGAAGAAGTTGTAGCAGGA 514

mecA-R4-1073 TCACCTGTTTGAGGGTGGAT 60.6

mecA-F5-886 GGCTATCGTGCACAATCGTT 63.9

Séquencage

mecA-F6-1555 TCAGGTTACGGACAAGGTGA 60.1

mecA-R3-489 GGCCAATTCCACATTGTTTC 61.0

mecA-F4-399 TCCAGGAATGCAGAAAGACC 59.3

mecA-R5-1574 TCACCTTGTCCGTAACCTGA 62.9

7. Analyse bioinformatiques

Les analyses bioinformatiques ont concerné les séquences nucléiques des geénes

ADNr16S et mecA.

Pour le cas des séquences ADNr 16S, un BlastN a été réalisé pour confirmer la place
systématique des 21 isolats par estimation de leurs homologies avec les séquences de la base
de données GenBank, puis la prédiction de la structure 2D de ce geéne, avec une estimation
de son énergie libre (AG®), a été réalisée en utilisant le programme bioinformatique MFOLD

disponible en ligne (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold).

Les séquences géniques du mecA ont été alignées avec le programme BlastX pour
vérifier leurs homologies avec les séquences de GenBank. Une deuxiéme étape a concerné
la traduction de ces génes en séquences protéiques en utilisant 1’outil « Translate » sur le

portail ExPASy (https://web.expasy.org/translate), lesquelles ont fait 1’objet d’une
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estimation des structures 2D et 3D. Les séquences protéiques obtenues ont été ensuite

alignées (alignement multiple) en utilisant le programme MultAlin 5.4.1 (Corpet, 1988).

7.1. Prédiction de la structure secondaire du géne ADNr 16S

L’approche expérimentale (/n silico) pour la modélisation bioinformatique de la

structure 2D du géne ADNr 16S s’est basée sur les étapes suivantes :

1.

1l.

Acquisition de la structure primaire du gene : Les différentes séquences (structures
primaires) ont ¢été obtenues apres amplification des génes concernés par le
séquencage. Celui-ci ayant été réalis¢é a Biofidal (Laboratoire de biologie

moléculaire, Lyon - France).

Confirmation de ’homologie des séquences : ’homologie ayant été déterminée par
Blasting des séquences sur le portail NCBI. Le programme BLASTN pour le géne
ADNTr 168 a été utilisé pour cette fin. Les valeurs de scores et des E-values (égales a
zéro ou tres proches de zéro) confirment ’homologie de nos séquences avec celles de
la base de données. On peut considérer que le seuil de 20-25% (Twilight Zone) est

un minimum pour distinguer une homologie d’une ressemblance fortuite.

iii. Programmation dynamique et prédiction de la structure 2D des génes : Contrairement

a I’algorithme combinatoire de Pipas et McMahon (1975) qui calcule toutes les tiges
et boucles possibles entrant dans une quelconque structure 2D (2n possibilités si n =
taille du géne) puis détermine 1’énergie minimale AG® de repliement de la structure
2D correspondante, nous avons utilisé¢ 1’algorithme de Zuker (1981) de méme
principe que celui de Nussinov (1978). L’algorithme se base sur la programmation
dynamique (algorithme non combinatoire mais récursif) et prédit en des temps treés
courts (Van Knippenberg et Hilbers, 1986) la structure secondaire du géne avec une
énergie de repliement AG® minimale. Cet algorithme évalue la contribution des
paires de bases prises individuellement (AU, GC : paires canoniques ou Watson et
Crick et GU : paire non canonique ou Wobble) dans la structure 2D de la chaine
polynucléotidique du géne. Une seule différence entre Zuker et Nussinov réside dans
le fait que Zuker considére que I’énergie d’une paire de base est calculée en fonction
de la paire de base précédente (Stacking). Le programme bioinformatique utilisé

pour prédire la structure 2D du géne est le MFOLD ver 3.6. Ce programme étant
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opérationnel depuis sa mise sur site Internet en 1995 a I’école de médecine de

I’Universit¢ Washington.
7.2. Prédiction des structures 2D de la PLP2a

La structure 2D a été déterminée a partir des structures primaires des séquences PLP2a.

Cette modé¢lisation 2D a pour objectif principal de déterminer :
1. les zones de la PLP2a ayant une structure hélicoidale alpha (a-helix),
ii. les zones ayant une structure en feuillet béta (B-Sheets),
iii. les zones sans structures alpha ni béta : zones coudes ou boucles (Turns).

Cette structure 2D est en fait le résultat de la libre rotation des deux angles Phi (O :
Cqo- NH) et PSI (Y : C,-CO) ; I’angle oméga (o : Ci-Nj;) étant fixe pour toutes les structures
secondaires. De manicere générale, les angles diedres Phi et Psi adoptent des valeurs
déterminées spécifiques de chacune des deux conformations (alpha et béta) : pour I’hélice

alpha Phi = -57° et Psi=-47° ; pour le feuillet béta I’angle Phi =-139° et I’angle Psi = +135°.

La prédiction des structures 2D des séquences PLP2a a été réalisée a 1’aide du
programme bioinformatique GOR IV (GOR : Garnier-Osguthorpe-Robson) disponible sur le
serveur du Poéle Biolnformatique Lyonnais (PBIL, Lyon, France). Ce programme
informatique prend en considération les trois états de la structure secondaire, a savoir

I’hélice a, le feuillet B et les coudes et renvoie un résultat Q3 de 65%.

Le programme GOR VI a pour principe la propension de tout acide aming, au sein
d’une séquence de taille égale a huit résidus amino-acides, a étre présent dans une structure
secondaire donnée (I’hélice a, le feuillet B et les coudes) (Kouza et al, 2017). Les

conventions de représentation des structures 2D de base pour le programme GOR VI sont :
1. h: helix = hélice a.
ii. e: extended strand = feuillet f.
iii. c: coil = coude (ou boucle).

7.3. Modélisation des structures tridimensionnelles des PLP2a
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Une voie permettant la compréhension de la fonction biologique et des propriétés
d'une protéine passe par I'étude de sa structure 3D. La structure de la PLP2a de S. aureus a
déja été déterminée expérimentalement par RMN ou par cristallographie aux rayons-X, cette
structure 3D est étroitement dépendante de sa séquence en acides aminés et des
modifications méme minimes de cette séquence ont des répercutions profondes sur la

structure 3D de la PLP2a et méme sur sa fonction biologique (résistance a la méticilline).

Dans cette étude, notre objectif, de prédire la structure 3D de la PLP2a, est de
pouvoir arriver a aligner les structures 3D des différents isolats pour mettre en évidence (si
c'est le cas) les mutations qui seraient dues a I'environnement car nos isolats bactériens ont

été récoltés de divers horizons cliniques.

7.3.1. Modélisation comparative des structures 3D de la PLP2a: dans un premier
temps, une confrontation de nos séquences protéiques cibles (dont on veut modéliser leurs
structures) en utilisant le programme BlastP contre la banque PDB a été réalisée, pour
déterminer les « templates ou patrons » (protéines dont les structures ont été résolues

expérimentalement) utilisés pour générer les modeles de structure 3D de nos protéines.

Nous avons retenu les structures qui ont un trés bon pourcentage d'identit¢ avec nos
protéines cibles (97-99%) (tableau 8). Selon la qualité de ces structures, nous avons choisi
une seule structure pour générer un ensemble de modeles (05) pour chaque cible en utilisant

la structure 3D de cette protéine comme patron.

Tableau 8 : Pourcentage d'identité entre nos séquences protéiques cibles de la PLP2a et les
templates. Le pourcentage des résidus alignés est donné entre parenthéses.

IVQQ | IMWS | 3ZG5 4BL2 | 4CPK | 4BL3 | IMWR

LISC8 | 99.69% | 99.54% | 99.84% | 99.69% | 99.53% | 99.22% | 97.36%
(100%) | (100%) | (99%) | (99%) | (99%) | (99%) | (99%)

PMC1 | 99.67% | 99.51% | 99.51% | 99.51% | 99.34% | 99.18% | 97.19%
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (99%)

LISC1 100% | 99.84% | 99.84% | 99.67% | 99.51% | 99.18% | 99.52%
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (99%)
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Deux types de méthodes sont appliqués pour la prédiction de la structure tertiaire des
protéines : la modélisation comparative (par homologie et threading) et les méthodes ab

initio.

La méthode de modélisation utilisée dans notre étude est la modélisation comparative par
homologie compte tenu du pourcentage d'identité trés élevé (99%) entre les cibles et le

patron (dans notre cas, on a choisi la structure avec le code PDB : 1VQQ).

La mod¢élisation comparative est fondée sur le fait que deux protéines qui partagent une
identité de séquence ¢€levée (plus de 30%) adoptent un méme repliement (Rost, 1999; Baker
et Sali, 2001). Son principe consiste a aligner la séquence d'une protéine donnée dont la
structure est inconnue (cible) avec la séquence d'une ou de plusieurs protéines ayant une
structure expérimentale (RMN ou Rayons-X) (patrons ou références) (Sali & Blundell,

1993).

Nous avons généré la structure de nos protéines cibles par la méthode de modélisation par
homologie en utilisant le programme "MODELLER" (Sali et Blundell, 1993). Ce
programme a besoin d'un alignement de séquences entre la séquence de la protéine a
modéliser (la cible) et la séquence d’une protéine similaire dont la structure est connue (le
patron, dans notre cas: 1VQQ). Par la suite, des modeles de structures de la cible sont

générés par satisfaction des contraintes spatiales.

7.3.2. Création des modgeles : la création des modeles par le programme MODELLER
9.21 va concerner les protéines des isolats LISC8 et PMCI car la protéine de 1'isolat LISC1
est a 100% d’identité de séquence avec le patron (code pdb : 1VQQ). Cinq modeles pour
chaque isolat ont été modélisés par MODELLER et le modéle ayant la meilleure fonction de

score objective a été choisi.
Les étapes de modélisation individuelles de ces protéines sont:

1.Conversion du format de la séquence : il est nécessaire de convertir la séquence LISC8
cible du format FASTA vers le format PIR lisible par MODELLER (fichier "LISC8.ali").
MODELLER utilise le format PIR pour lire et écrire des séquences et des alignements.

ii. Alignement de la cible avec le template : cette étape consiste a aligner la séquence cible
(LISCB8) avec la séquence du patron (code PDB : 1VQQ). Le script MODELLER aligne la
séquence LISC8 du fichier "LISCS8.ali" avec la structure du patron 1VQQ du fichier PDB

1VQQ.pdb (fichier "align2d.py").
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1ii. Construction des modeles : une fois l'alignement cible-modéle construit, MODELLER
calcule automatiquement un modele 3D de la cible, a l'aide de sa classe de modele
automatique. Ce programme générera cinq modeles similaires de LISC8 basés sur la
structure du patron ayant le code PDB: 1VQQ et I'alignement dans le fichier LISCS-
1VQQ.ali (fichier "model-single.py").

A la fin, un dossier contient trois fichiers de commande a été construit : fichier
"LISC8.ali", fichier "align2d.py" et fichier "model-single.py". La construction de ces
fichiers avec la structure du patron (1VQQ) sous format PDB est essentielle pour lancer le
programme MODELLER (les scripts utilisés pour la modélisation sont donnés dans I'annexe

D).

Les mémes étapes ont été réalisées pour modéliser la structure de la deuxiéme

protéine cible de l'isolat PMCI.

7.3.3. Visualisation des structures : le logiciel PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/:

DeLano, 2002) a été utilisé pour visualiser toutes les structures 3D des protéines étudiées.
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Dans cette étude, les souches de S. aureus ont été¢ obtenues principalement a partir des
échantillons de pus avec une fréquence de 81,54% suivis des échantillons d'urine et de

sperme avec des fréquences de 12,31% et 6,15% respectivement.
1. Identification des isolats bactériens
1.1. Méthodes bactériologiques et biochimiques classiques

Un total de 65 souches de S. aureus ont été isolés a partir de différents prélevements
bactériologiques a visée diagnostique des infections communautaires et nosocomiales de la
ville de Constantine. La purification a été basée sur les caractéres culturaux et les caractéres
morphologiques. Tout isolat pur donnant des cocci Gram positif a été retenu pour une

éventuelle identification biochimique par la galerie API Staph.

1.1.1. Aspect macroscopique et microscopique des isolats bactériens : les isolats
bactériens cultivés sur la gélose Chapman ont montré apres 24 heures d’incubation a 37°C,
des colonies jaunes orangés bombées de 1 a 2 um de diametre avec acidification du milieu

Chapman.

Apres coloration de Gram, l'observation microscopique a montré la présence des cocci a

Gram positif regroupés en diplocoque et en grappes de raisin.

Ces résultats préliminaires nous permettent de suspecter leur appartenance au genre

Staphylococcus.
1.1.2. Identification biochimique

1.1.2.1. Les tests catalase, coagulase et DNase: les 65 souches ont été
assignées a I’espece S. aureus par la mise en évidence de la catalase qui les différents des
Streptocoques et la coagulase libre ainsi que la DNase qui les distinguent des

Staphylocoques a coagulase négative.

1.1.2.2. Biotypage des souches de S. aureus selon les profils numériques en
API Staph: les galeries API Staph miniaturisées reposant sur des tests enzymatiques
(zymogramme) et des tests d’acidification ou d’utilisation des sucres (auxanogramme).
L’identification par ces galeries a permis de mettre en évidence les principaux caracteres

biochimiques de S. aureus ce qui a permis leur assignation a I’espece S. aureus. Cette
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identification a révélé une prédominance de cette espéce par rapport aux staphylocoques a

coagulase négative.

1.2. Identification par MALDI-TOF MS

\

Les 65 isolats bactériens ont ét¢ soumis a une analyse de cellule entiére de type
MALDI-TOF MS. Le "score", basé sur les masses identifiées et la corrélation de leurs
intensités, est généré et utilisé pour classer les résultats. Tous les isolats testés ont donné un

profil protéique visible avec un score d'identification de 2,002 a 2,419 (Figure 21).

Analyte Analyte Organism Scare Organism

Name i (best match) Value (second best match)
( HTf( N Al Esheicis o ‘ Esheicis o

It ; ;

v A Escherichia coli Escherichia coli
(+)(4) = ‘ =

( )T? ) Bl not reliable identification ‘ not reliable identification
( )TT 0 B2 not reliable identification ‘ not reliable identification
Sugharrers C1 Staphylococens aurens Staphylococens aurens
(H)(4)
S—t(aﬁh):%t)m 2 Staphylococens aureus 139 ‘ Staphylococeus aurens
Staph aureng
(=)(3) DI Staphylococens aurens ‘ Staphylococens aurens
Suaghaures D Staphylococeus aureus Staphylococeus aureus
(+H)(4)
Sughanrers E Staphylococens aurens Staphylococens aurens
(H)(4)
%af% ] Staphylococeus aureus ‘ Staphylococeus aureus

Figure 21: Résultats de I’identification de quelques isolats par MALDI-TOF MS.
1.3. Identification génotypique (Amplification et séquencage de I'ADNr 16S)

Pour s’assurer de la fiabilité d'identification de nos isolats bactériens par MALDI-TOF
MS, nous avons utilis€ une méthode alternative basée sur le séquengage du géne qui code

I'"ARNTr 16S (abusivement appelé ADNr 16S). Parmi les raisons du choix de cette derniére :

- Technique la plus utilisée pour 1'identification des bactéries (Ward et al., 1992 ; Chanama,

1999),

- Structure génique trés conservée et longueur pouvant atteindre 1500 pb, ’ARNr 16S étant
considéré comme étant le géne le plus apprécié pour l'identification des bactéries au niveau

de I’espece (Song et al., 2003 ; Janda et Abbott, 2007),
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- Les banques de données du géne 16S sont aujourd’hui trés développées et tres riches en
séquences : jusqu’a 200 000 séquences sur la base de données EMBL (Barghoutti, 2011 ;
Mizrahi-Man et al., 2013).

Dans un premier temps, le géne ADNr 16S des 21 isolats bactériens a été amplifi¢ par
PCR. Les résultats de chaque amplification ont été observés par électrophorése sur
QIAXCEL. Les amplifiats d’ADN ont migré dans la région 1500 pb du QIAXCEL. Une

bande d’amplification unique a 1500 pb a été obtenue pour tous les isolats (Figure 22).

[bp] E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E12 [bp]
[bp]  — — i — L — [bp]
3000 —
2000 —
1500 — N ESS— — — 1713
1000 —_
750 —_—
500 —
@ e
]
» 300 — 8
® %
@ B
100 R ——
e —— _ r—— — 15

Figure 22: Produits d’amplification PCR du géne ADNr 16S de quelques isolats bactériens
sur QIAXCEL.

Les résultats du séquencage des isolats peuvent étre consultés en annexe B. Les
séquences obtenues ont ¢té comparées avec celles de la base de données Nucleotide en
utilisant I’outil bioinformatique BlastN et elles ont été enregistrées dans la banque Genbank

sous les numéros d'accés mentionnés dans le tableau 9.
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Les valeurs du bit score mesurent 1’identité entre les deux séquences : celle de
Nucleotide et la notre. Si la valeur de % identité, renvoyée par le programme BlastN, est
supérieure ou égale a 97%, cela indique que notre souche est identique a celle de Nucleotide
et nous pouvons alors proposer a notre souche le nom systématique proposé pour celle de
Nucleotide. Les valeurs de E-value (ou Expect value) par contre, indiquent la probabilité de
tomber sur une séquence autre que celle proposée par Nucleotide. Biologiquement, les bits
scores significatifs doivent avoir des E-values trés inférieures a 1,0 ; voire nulles. Le calcul

de cette valeur est fonction de trois parameétres :
- le bit score (S) : les grandes valeurs de S correspondent a de tres petites E-values,

- la longueur de la séquence a comparer avec Nucleotide : les valeurs de E-value peuvent

augmenter dans le cas des longues séquences,

- la taille de la base de données Nucleotide: plus la taille de la banque (nombre de

nucléotides) est importante, plus la valeur de E risque d’étre élevée.

L’alignement multiple de ces séquences du gene ADNr 16S est présenté dans I’annexe C.

La diversité phylogénétique et la position taxonomique de ces isolats (Figure 23) ont été

évaluées en utilisant le programme Mega 7.0.
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Tableau 9 : Codes Genbank des séquences d’ADNr 16S pour les 21 isolats de S. aureus.

Isolat Numéro d’accession sur GenBank
LISCl1 MK523236
LISC2 MK523237
PMC1 MK523238
LPKCI MK523239
LISC3 MK523240
PMC2 MK523241
LISC4 MKS523242
PMC3 MK523243
LISC5 MK523244
LPKC2 MK523245
PMC4 MK523246
PMC5 MK523247
LISC6 MK523248
LISC7 MK523249
LISCS8 MK523250
LPKC3 MK523251
PMC6 MKS523252
LISC9 MK523253
PMC7 MK523254
LPKC4 MK523255
PMCS8 MK523256
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LPKCA(MK523255)
PMCS(MK523256)
LISCO{MK523253)
PMCB(MK523252)
LPKC3(MK523251)
LISCB{MK523250)
PMCS(MK523247)
66 | PMC4(MK523246)
LISCE{MK523244)
PMC3(MK523243)
LISC1{MK523236)
LISC2{MK523237)
16 PMC1(MK523238)
LISC3{MK523240)
PMC2(MK523241)
LISC4{MK523242)

LISCBMKE23248)
LISCT(MK523249)
PMCT(MK523254)

|LPKC1(MK523239)
68 | LPKC2{MK523245)

—
0.00020

Figure 23 : Arbre phylogénétique construit selon la méthode Neighbor-joining du géne 16S

Les valeurs au niveau des nceuds indiquent les taux de Bootstrap (1000 réplicats), la barre 0,00020 indique le

nombre de substitution par position de nucléotide.

L’arbre phylogénétique montre que les souches sont trés proches et étroitement liées,

elles sont réparties en trois grpupes.
2. Résistance de S. aureus aux antibiotiques

Les résultats d'antibiogramme en utilisant la méthode de diffusion sur milieu gélosé
selon les recommandations décrites par le comité de 1’antibiogramme de la société francaise
de Microbiologie (CA-SFM) illustrent le caractére multirésistant des souches de S. aureus
présentant une résistance croisée aux [-lactamines qui s'étend a d'autres familles

d'antibiotiques réduisant ainsi le choix des molécules thérapeutiques.

Une résistance plus €levée a été observée a la pénicilline G (70,77% des isolats), suivie
de la céftriaxone (50,76%), de I'érythromycine (46,15%), de Il'oxacilline et de Ila
ciprofloxacine (24,61% chacun). Cependant, certains isolats étaient résistants aux

glycopeptides (vancomycine 4,61% et teicoplanine 9,23 %). La classification des profils de
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résistance aux antibiotiques du S. aureus en trois groupes: résistantes, de résistance
intermédiaire et sensibles, est donnée dans le tableau 10. Comme montré le tableau 10, 23
isolats se sont avérés résistants phénotypiquement a la méticilline soit un taux de 35,38 %,
tandis que les 42 restants étaient 37 (56,92 %) sensibles a la méticilline et cing (7,69 %) ont
une résistance intermédiaire. Le pourcentage de SARM était défini comme le nombre
d'isolats de S. aureus résistants a la céfoxitine divisés par le nombre total d'isolats de S.
aureus. La majorité des isolats de MRSA présentaient une résistance a la pénicilline G
(86,95 9% des isolats), a la céftriaxone (78,26 %), a Il'oxacilline (65,21 %) et a
'érythromycine (56,52 %). Les isolats de SASM étaient également résistants a la pénicilline
G (70,27 %), a l'érythromycine (45,64 %) et a la céftriaxone (40,54 %). Ils étaient tres

sensibles a la gentamicine (100 %), a 1'oxacilline et a la vancomycine (97,3 % chacun).
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Tableau 10: Résultats de la résistance de S. aureus aux antibiotiques (n=65)

Antibiotiques Nombre de souches | Nombre de souches Nombre de
résistantes (%) intermediate- souches sensibles
resistance (%) (%)

Céfoxitine 23 (35,38 %) 5 (7,69 %) 37 (56,92 %)
Ceftriaxone 33 (50,76 %) 22 (33,84 %) 10 (15,38 %)
Ciprofloxacine 16 (24,61 %) - 49 (75,38 %)
Clindamycine 6 (9,23 %) - 59 (90,76 %)

Doxycycline 11 (16,92 %) 2 (3,07 %) 52 (80 %)
Erythromycine 30 (46,15 %) - 35 (53,84 %)
Fosfomycine 5(7,69 %) - 60 (92,30 %)
Gentamicine 8 (12,30 %) - 57 (87,69 %)
Linézolide 3 (4,61 %) - 62 (95,38 %)
Oxacilline 16 (24,61 %) - 49 (75,38 %)
Pénicilline G 46 (70,77 %) - 19 (29,23 %)
Pristinamycine 3 (4,61 %) - 62 (95,38 %)

Rifampicine 9 (13,84 %) 4 (6,15 %) 52 (80 %)
Teicoplanine 6 (9,23 %) - 59 (90,76 %)
Trimethoprim- 9 (13,84 %) 1 (1,53 %) 55 (84,61 %)

sulfamethoxazole
Vancomycine 3 (4,61 %) - 62 (95,38 %)
3. RT-PCR

L’utilisation de la RT-PCR au niveau de I’Unité de Recherche sur les Maladies

Infectieuses Tropicales Emergentes, située au niveau de la facult¢é de pharmacie et de

médecine & Marseille, France, pour I’identification moléculaire et la détection du gene

mecA, ont permis de détecter 21 parmi 65 isolats de S. aureus mecA positif, soit un

pourcentage de SARM 32,31 % comme montrée la figure 24.
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Figure 24 : Résultats représentatifs obtenus par RT-PCR pour la détection du géne mecA.

Les courbes d'amplicon, représentant l'amplification positive et le controle négatif (ligne plate). Pos:

amplification positive, nég: amplification négative.

La comparaison entre les résultats de la méticillino-resistance chez S. aureus obtenus a
partir de la détection phénotypique par I’antibiogramme et la détection génotypique par RT-
PCR ont montrées dans le tableau 11. Selon les résultats obtenus par RT-PCR, 20 parmi 23
isolats, qui avérés résistants a la méticilline par la méthode de diffusion sur milieu gélosé et
un parmi 37 isolats sensibles a la méticilline portent le géne mecA. Par contre, aucune
détection du gene mecA par les cinq isolats qui présentent une résistance intermédiaire a la

méticilline.

Tableau 11: Comparaison des résultats de la méticillino-resistance de S. aureus (MRSA)
obtenus par la méthode de la RT-PCR et la méthode de diffusion en milieu

gélosé (n=65).

SARM
Méthodes Résistante (%) Intermediare Sensible (%)
resistance (%)
Antibiogramme 23 (35,38 %) 5(7,69 %) 37 (56,92 %)
RT-PCR 20 (95,23 %) - 1 (4,76 %)
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4. Identification moléculaire du géne mecA

Le géne mecA, des 21 isolats mecA”, a été amplifié par PCR. Les résultats de chaque
amplification ont été observés par électrophorese sur QIAXCEL. Les amplifiats d’ADN ont
migré dans la région 2000 pb du QIAXCEL. Une bande d’amplification unique a 2000 pb a

¢été obtenue pour tous les isolats (Figure 25).

Les résultats de séquencage des 21 isolats peuvent étre consultés en annexe B. Les
séquences obtenues ont été comparées avec celles de la base de données Nucleotide en
utilisant ’outil bioinformatique BlastN. Une bonne identification est conséquente d’un
pourcentage d’identité supérieur ou égal a 97% entre isolat et celle de Nucleotide

(Stackebrandt et Goebel, 1994).

[bp] Al A7 B1 B7 A3 c1 c7 D1 D7 [bp]
[pp] | S i S — — — [bp]

3000
2000 — S —— 1974
1500 —
1000 —
750 M
8 @
w Jui}
=
§ <2}
o o
300 —
100 —

Figure 25 : Produits d’amplification PCR du géne mecA de quelques isolats bactériens, sur

QIAXCEL.
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L’alignement multiple des séquences du gene mecA est présenté dans ’annexe C. La
diversité phylogénétique du gene mecA de ses isolats (Figure 26) a été évaluée en utilisant le

programme Mega 7.0

PMC3

PMCS

%1 1scs

PMC2

LISC1
PMCE
LISCT
PMC4
LISC3
LISC5
PMCS
LISCS
LISC9

PMCT
LPKCA
LPKC2
LISC6
LPKC3
LPKC4
LISC2

PMC1

———
0.00020

Figure 26 : Arbre phylogénétique construit selon la méthode Neighbor-joining du gene

mecA

Les valeurs au niveau des nceuds indiquent les taux de Bootstrap (1000 réplicats), la barre 0,00020 indique le

nombre de substitution par position de nucléotide.

5. Analyses bioinformatiques

Les résultats de la prédiction des structures 2D des séquences d’ADNr 16S ainsi que les
résultats de traduction des séquences génomiques du géne mecA en séquences protéiques de

PLP2a sont présentés dans les tableaux 12 et 13.
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Tableau 12 : Structures 2D des ADNr 16S séquencés des 21 isolats de S. aureus et leurs énergies libres AG°

Isolat Structure secondaire Taille (pb) AG°
kcal/mol
m””ta.o Qﬁ%'z\
LISC1 T ) -218.34
%‘x %%Mfféw 746
ey NS
-\
L \q%
LISC2 Py 3 747 -219.21
=N SR e
[ vl
N S
(:f; * 4 :‘J
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~3,
PMC1 -218.34
} g?;mv*@m 745
NS
~38
LPKCl1 2 -218.16
Yo,  daoB- 744
LISC3 %i%; -218.50
e 746
\t% wy&Q@‘
%ﬁ@
S
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¥
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745
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745
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-218.59
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LISC5 e -218.50
% . ,g{r“&“"’”\—-;n -,

LPKC2 Qgggf P 253 220.01

PMC4 -218.34
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PMC5 hs P Moy 218.17
‘%q% %@h 744
Cf: 3
LISC6 752 -221.52
LISC7 - - 219.25
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PMC8

748

-218.78
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Tableau 13: Résultats des séquences protéiques de la PLP2a contre BlastP.

Echantillon

Séquences

Nombre
AA

Nom du BLASTP

Score

%
identité

value

LISCI

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100

LISC2

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100

PMC1

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIEKLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQKWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100
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GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

LPKC1

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

LISC3

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

PMC2

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0
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KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

LISC4

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

PMC3

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

LISCS

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus

1228

100 0
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GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

aureus)

LPKC2

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

PMC4

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100 0

PMC5

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOQMDQNWVQDDTFVPLKTVK

607

Penicillin binding
protein mecA

1228

100 0
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KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

(Staphylococcus
aureus)

LISC6

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

LISC7

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100

MLTKDKEINNTIDAIEDKNFKQVYKDSSYISKSDNGEVEMTERPIKIYNSLGV
KDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQFNFVKEDGMWKLD

646

Penicillin binding
protein mecA

1228

99.69
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WDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTGTAYEIGIVPKNVS (Staphylococcus
KKDYKAIAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVKKMDEYLSDFAKK aureus)
LISC8 FHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGYVGPINSEELKQKEYKGYKDDAVIGKKG

LEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDGKDIQLTIDAKVQK
SIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMYGMSNEEYNKLTED
KKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYKIDGKGWQKDKSW
GGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSKKFEKGMKKLGVGE
DIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQILSIYSALENNGNIN
APHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTHKEDIYRSYANLIGK
SGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVKDVQDKGMASYNA
KISGKVYDELYENGNKKYDIDE

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF 607 Penicillin binding | 1228 100 0
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG protein mecA
TAYEIGIVPKNVSKKDYKAIAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK (Staphylococcus
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK phy
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG aureus)

LPKC3 KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSITYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF 607 Penicillin binding | 1228 100 0
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG protein mecA
TAYEIGIVPKNVSKKDYKAIAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK

KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGYVGPINSEELKQKEYK (Staphylococcus
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG aureus)
PMC6 KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY

GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE
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LISC9

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100

PMC7

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG
TAYEIGIVPKNVSKKDYKATAKELSISEDYIKQOMDQNWVQDDTFVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

607

Penicillin binding
protein mecA
(Staphylococcus
aureus)

1228

100
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LPKC4 MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF 607 Penicillin binding | 1228 100 0
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLK SERGKILDRNNVELANTG protein mecd
TAYEIGIVPKNVSKKDYKAIAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTEVPLKTVK
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK (Staphylococcus
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG aureus)
KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISY DKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE

MTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVQF 607 Penicillin binding | 1228 100 0
NFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTG protein mecA
TAYEIGIVPKNVSKKDYKAIAKELSISEDYIKQQMDQNWVQDDTFVPLKTVK (Staphylococcus
KMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGY VGPINSEELKQKEYK phy
GYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDG aureus)
PMCS KDIQLTIDAKVQKSIYNNMKNDYGSGTAIHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMY
GMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYK
IDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSK
KFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQI
LSTYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLLTDGMQQVVNKTH
KEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWFISYDKDNPNMMMAINVK
DVQDKGMASYNAKISGKVYDELYENGNKKYDIDE
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5.1. Alignement multiple des séquences protéiques de la PLP2a

Le résultat de 1’alignement multiple des séquences protéiques de la PLP2a de 21 isolats
a montré que les séquences sont identiques par rapport a leurs structures primaires et par

rapport a leurs longueurs (607 aa). Sauf, pour les protéines des isolats :

- LISCS : la taille de cette séquence est superieur a la taille des autres, elle contient 39 aa
suplémentaire au début de la séquence (le s€équencage du gene complet).

- PMCI1: deux mutations ont été observées dans les positions 124 et 182, ces mutations sont
de type substitution oul’acide aminé Asparagine "N" est substitu¢ par 1’acide aminé

Lysine "K".

A partir de ces résultats de I’alignement, on peut dire qu’on a trois séquences
protéiques différentes de la PLP2a. Celle de I’isolat LISCS, celle de I’isolat PMCI et celle
de I’isolat LISC1 (qui représente les 19 séquences identiques). Donc, la prédiction des

structures 2D et 3D de la PLP2a va concerner les isolats LISC1, LISC8 et PMCI1.
5.2. Prédiction des structures 2D et 3D de la PLP2a

Les résultats de la prédiction des structures 2D de la PLP2a de ces trois séquences sont

présentés dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Structures secondaires de la PLP2a prédites avec le programme bioinformatique GOR IV.

Isolat

Prédiction de la structure secondaire avec GOR IV (h : helice, e : feuillet, ¢ : boucle)

Propriétées

LISC1

LISCax8
MLRC
Sec.Ccons.

LISC108
MLRC

Sec.cons.

LISC1xa
MLRC

Sec .Cons.

LISC1x8
MLRC

Sec.Cons.

ia ze 38 as se aa e aa o=
| I | | | | I |
MTERPINIVAMSLGVHDINIQDRK TKEWVSEMEKKRVDAQYEIE TR GHMI DRNWOFMNF WK E DS

e=eh hhhhihhivhco o = L=l
esehoc oo cchhhhbhhbhc
1ea 11e 1ze 138 142 isa 150 ive 152

hhhihhhhi hhr-hh"hl"hh‘"hh‘" CECCT = hhi"hhi"hl'!hhl'!hh"'hl"'l eec
-hhhivhhhhbvhhivhhinhhhhihh = hhbhhikhhhhhhhirhhhc cesc

19a e zai@ zze 238 zaa zse zsa z7e
|

| | | | | | 1
NYPLEKATSHL LGYWGPINS EELK QK EVEGYHKDDAWVIGKKGL EKLYDEK LOHEDGY RV T IWVDDNSMNT IAHTLTEKK KKDGKDIQL TIDAK

-hohhhehese chihhkrhhbvhccooccocooe “hhhihhhhhhhoo B e hirhbhhhhhis
hohhhehsac - hhhivhhivhe e -hihhishhhhhhh CCCeeeeee hixhbhhhhhhi
ft-F ] 2o =8 318 3z =38 348 358 358

1 I | I | 1 I |
WK S DY TN DY GS G TATHPY TGEL LAL WS TP SYDW Y PEM

Rrhhinhhhhh cceees —eesees hhhh'-hh’-h = hh’"h?e = hhinhhinhh
hhhinhhhhh =e=s ECEETEY hhhhkhhhinh hhhh=zes - - chhivhhihh
37a 358 S98 aae ara a2 ase = a5e
| | I | | | | I |
ETSYWKI KGO D SGG YR TRYEVWRNGK TDLKATES SDMIF FARVAL ELGSKKFEKGMR KL G'.-GEDID‘-‘DVF‘FVI’J.-..QISH!’R' DhE
eese hhhhhh < hhhhhhhihhho hhihhhhhihho cc K K CoCR
ese hhhkhhhco hhhhivhhibhhc hhivhhhhinhhc coce
a58 are a88 EA=1-] 588 518 528 538 548

ILLADSESYEOEEILINPYWOILSIYSAL ENNGMNIMAP HLLEDTRME VMK KNI TSK ENINL LT O:S! Qq."\u'\lkTﬂkEDIYFlf‘r’nnL‘IGkﬁ

0oy
L .

esaa seac hihhhhhivhhinhh hhhh - chhhirhhhhihhRhhhhh hhhinhhinhc
esSScc oo seaac hihhhhhihhihh chhhh hhhihhhhhiRhhEhhihh hhhhhhihc
ss@ Saa sT@ saa soa =]

ASYRAK T SSKVYDE LY ENGMEKYDIDE
chhhhhhRhhihhi
hhhhhhhhihhiy

i i

e

188 268 368 488 bal: ]

607 aa.

Hélice o (Hh) : 200 (32.95%).
Feuillet B (Ee) : 113 (18.62%).

Coude (Cc) : 294 (48.43%).
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PMCl1

P A w0l
MLRC

Sec.Cons.

PHIC Lol
MLRC

Sec.Cons.

PRIC 08
MLRC

Sec.Cons.

PIIC 108
MLRC

Sec.Cons.

P A0l
MLRC

Sec.Cons.

PHIC L0l
MLRC

Sec.Cons.

PRI L 08
MLRC

Sec.Cons.

ia za 38 as 58 58 ve 3a =l

| [ | | | | | |
MTERPIKIVMSLGVKDINIQDRE TEEWSKMKKRVDGGYKT KTN’YGNIDRNVQFNFVKEDG’ Al LD DHS W T TPGMQKDOSIHIEKLKSER
hhhhhhivh CEeeRoesaet « —essahhh =

hhhhRhhih CCEEeREeEaaer ceesehhhc

isa 1ie i2e ise 148 isa ise i7a isa

GEILDRMNVELANTGTAYEIGIVPENVSKEDVEATAKELSIS D\'IKQQ*'DQKL«NQEBTF\.'PLKWK&HDEV LSDF AKEFHLTTRMETESR

cEesc Rrhhixhhhhivhhihhivhhhhbhibh chhirhhhhhhhhhhivhhc
cmes hhhihhhrhhrhhhhithhhhhhhivhc hhivhhhhhhhhhhivhho oo
iga 2a8a 218 228 238 zas zs5e 268 z7e

NYFILEKATSHLLGYVEF:[‘JSEELKQKEVKGH’K‘JD&V:[GLKG EKLYDKKELGHEDG YRV T IVDDNSHNT LAHTL IEKKKEDGHDIQL TIDEK

ccccchohhhhheec hhhhhhivhhc = hhhahhhhhhhe Cessessc o - hivhhhhhhhinc cceessaeshh
C cchohhhhihweeoo ccchhhivhhihhho oo E mhhhhhhhhhhoccocessesec hhhhhhhhe czessaeshh
zsa 298 328 s - 328 338 Zas 358 368

| I | I I | 1 | |
WK S DT J"PJEFYGSGTAIH‘PQTGE LLAL WS TP SYDWYPEMY GMSMHNEE YKL TE! DK:(EF"LLN.KFQITTSF'GSTQK:[ LTAMIGLNMETLDD
Frhhhhhhhhc ccceseccchhhbhhhhhccccchhivheescc cooo chhikhhivhhe
Ehhbvhhhhhcoccc ceseccchhhhhivhhiy chhkhee hhishhihhho oo

37a 382 398 aae aie 428 aze aaa as5e

ET SYEKIDG K Gn DR SHGGE Y TRYEWVWTHGHID LKQAIE_.SDNIF FARVAL ELGSKEFEHGMIK LG\.rGEDIP_.DVPFWJ.-..QISNKh LDNE

Bencans —c chhhivhhe - hhhhhhhivhbhhhhbshhhhihh ==
ceseeseescc c oo chhhivhhe o oo hhhhhhhivhhbshhishhhhvhhe e
458 ave A58 Ea=l=} 528 518 528 538 Sas

| | | 1 | I | |
TLLADSGYERGEILINPVOILSIYSAL ENNGHNINAPHL LEDTENEWVHEKNI TSKENINL LT OSMOOAWVWNE THE EDI VYRS YAMNL TGKSGTA
eseeccocoooooceees hhhhhhivhhivhbc ehixhcc chhhhhc ccchhhhhhhhbhhibhbhhc oo cohivhhbhhhbhbhccocccce
CEEeT hr-hhhh!-hh!-hh- hhihcc chhhhhc c= chhhbhhhhhhbhivhhhhe cc cchihhbhhbhhococcoce

sseasc

558 568 578 532 598 628
| | | |
ELKEMEQSE TGRQTGHE IS WDIDNP ‘A.IN’VKDUQDKGI-M_.Y"LAKISGKWDCLH’E‘JENKKYD:[DE
essec CCCeESEEsas ~hhhhhhivhhishhihcccoccoococ
EEESeCCOCCOC CEBeSEaRcoCrT - hhhhhhivhhirhhhococ

e HI"I"*H I

il

166 AA A L1 SHb

607 aa.
Hélice a (Hh) : 204 (33.61%).

Feuillet B (Ee) : 116 (19.11%).

Coude (Cc) : 287 (47.28%).
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LISC8

1@ 1= =) A sa s -] e EE)
I | I | 1 | 1 | |
LISCaxe ML THDHK ELHMT IDAT EDEME KOVY KDSSY LSKSDNGE Y EMTERP IK IYMSLGVEDIMNIQDRK TRKE WS K_HKKR'VDH-QYK:[ K TR GNIDRN
MERC = - hbhhhbhhbhhivhbhhhhhhbvhhbhec chocooo chhihvhhbhhhhbhho oo sehhhhhhbhhccoccoessseseesccoo ==
Sec .Cons. occchhhhhhhvbhivhbhivhhhhshhec - oo coccchhibvhbfvhhhhivhhe == = c
1@ 118 1ze 158 14ae 15 158 ive 132
I | I | | | | | |
LISCSxs QENS W EDGMeE L DWDHS VI TP GMOK DS THIENLE S ERGK I LDRMYWELAMN TG TAYE IGCWR KNS KKDYEATAK ELS LS EDY LKQDMD
MLRC BEeEaT =hhhhhihhhhbshhbhh bbb
SecC .. Cons. EESERT OO —hhhhhhhhhhEhhRbbhhRhhe
1oa 28 zae 2@ 23 2a8 zse 268 7
I | I | 1 | | | |
LISCSx@ HL T THNETESRNYPLEKATSHLLGY WGP INSEELK QM EYKGYFDDAVIGKKGL EKLYDRKLQ
HMLRC chvhhhhhhhhhhhhhhhceeesccoc oo coc o oo chohhvhehees cocchihhinbhinhbc o ccocecoohhhhivhhibhivhhs
Sec . Cons. -RhhahhRrhhhhvhhvhcee; cooooo coo oo chohivheheec cccchhhhhbihhc ccoccoec o chhbhbhhhhhbhe
Zz88 2o Sea 3de 328 338 a8 358 368
| I 1 | | 1 | |
LISCSwx@ HEDGYRWT IVDDMNSNT IAAT LIEKKKKDGKDIO LTIDAk\I‘QK_v]:H‘N’HLWNDVGSﬁT.&II-WTGE LLALWSTPSY DAY PEMYGUISHEES Y NK
MLRC - hhihhhrhhivhho o cc coeseseehhivhhivhhhhhoccccceesec ccooceaeseeec oo oo oo casac cchhivhhkb
Sec.Cons. —hhhhhhhhhhc o oo ccesesseehhithhibvhhhhhc CCCEESEC T zcchhbhhhh
37a =2-1-0 398 dae aies 428 aze aaa as5e
| | | 1 | | | |
LISCSx@ LTEDKKEPLLNEFQITTSPGEST QK ILTAMIGLANMNKT LDDE TSYE IDGH GO DE SHWGGE YWV T RYEWVWMGHNTD L-KQ.Q.]:ESSDH.I]: Fapwar
MLRC chvhhivhhihhc = hhhhRhhi
Sec.Cons. - chhhhhhhhc = hhhhhhha
asa ave Aasa Ea=l= S5aa 51a 528 538 Sa=
| | | | | | | | |
LISCSx@ ELGSKKFEEGMEK LGWVGEDIPSDY PFYNAQISHNEMLDMNETI LL, ADSG\-’CQG ILIMNPWVOILSIYSALEMNNGMIMNAPHL LEDTEMEWIWEENT
MLRC Fhchkhhrhhhhhh z CECCECCECCECEE CECCC O e e e Rar COC T eechhhhhhbhhibvhhocccococochehishoc chhhbc
Sec .Cons. bhchhhhhhhhbhcoccococococococcccctcccooceesseccoccoccerechhhhbhhhvhhbhhec cccecochehhhccchhhbhocoe
558 568 578 588 598 (=10 &1e 528 632
I | I | 1 | 1 | |
LISCSx@ ISKENIMNLLTDGMOOWWHE THEEDIVRSYANLIGKSGTAL LKr1KQGETEF!QIGl~F:[SV[}mr«Ph‘ A ‘AIRM'KD‘)@KGLMSW&.KZJGKV
MLRC hes hbhhhhhhRhhbbhbhc chhhbhhhhcccoccceeseeccocooe - CERReRaeT - cocococcchhhihhiy
Sec .Cons. cchchhhhhhhbhbRhbhhccccchhhhhhhhooococcoeeseeccooooo CCCCCeeaaeEasc CorcT - ccocchhhihhi
S48
LISCSx@ YDELYEMNSMNKKEYDIDE
MLRC Fhhihhc =

MHMMHWM#HW*MWHMMFMWHMMH

1@8 S8 408 S

646 aa.

Hélice o (Hh) : 220 (34,06%).
Feuillet B (Ee) : 127 (19,66%).

Coude (Cc) : 299 (46,28%).
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Le programme MODELLER a généré cinq modeles de structure pour chaque protéine
des deux isolats LISC8 et PMCI. Si plusieurs modeles sont calculés pour la méme cible, le
"meilleur" modele peut étre sélectionné en choisissant le modele avec la valeur la plus basse
de la fonction objectif MODELLER, qui est indiquée dans la deuxiéme ligne du fichier PDB
du modele (tableaul5). La valeur de la fonction objective dans MODELLER n'est pas une
mesure absolue en ce sens qu'elle ne peut étre utilisée que pour classer des modeles calculés

a partir du méme alignement.

Tableau 15 : fonction de scores objective des cinq modeles générés par MODELLER.

La fonction objective MODELLER
Cible . \ \ \ \
Modele 1 Modele 2 Modele 3 Modéele 4 Modéele 5
LISCS8 3698.0591 3955.7136 3669.6748 3566.7026 3604.1987
PMCl1 3515.6052 3691.3796 3559.7239 3707.6145 3645.0928

Le mode¢le 4 et le modele 1 ont été séléctionnés pour LISC8 et PMCI1, respectivement.

Les structures 3D de ces modeles sont représentées dans les figures 27 et 28.

Figure 27: Structure 3D de la PLP2a de I’isolat LISC8 générée par MODELLER.
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Figure 28: Structure 3D de la PLP2a de I’isolat PMC1 générée par MODELLER.

Pour comparer les résidus des cibles avec le patron, nous avons fait une analyse de leur
alignement de séquence (figure 29) et de leurs structures 3D (figures 30):
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Figure 29: Alignement multiple des cibles (LISC8 et PMC1) avec leur patron (code PDB :

1VQQ).
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Figure 30 : Superposition des structures 3D des cibles avec le patron (code PDB: 1VQQ).
Les structures des cibles des isolats LISC8, PMCI1 et le patron sont représentées en cartoon

vert, cyan et magenta, respectivement.

La séquence primaire de la PLP2a de l'isolat PMCI montre une substitution de
l'asparagine "N" en lysine "K" dans les positions 124 et 182. Ces mutations ont été bien

identifiées par l'analyse des structures 3D (figures 31 et 32).

Ei5

Figure 31 : Superposition des trois structures en position 124, les asparagines en postition
124 pour LISCS et le patron sont représentées en vert et magenta, respectivement. La lysine

en position 85 pour I’isolat PMCI1 est représentée en jaune.
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e

Figure 32 : Superposition des trois structures en position 182, les asparagines en postition
182 pour LISCS et le patron sont représentées en vert et orange, respectivement. La lysine

en position 143 pour I’isolat PMC1 est représentée en rouge.

89



Chapitre IV: Discussion



Chapitre IV : Discussion

1. Identification de S. aureus

Dans le cadre du diagnostic des infections en général et particulierement des infections
bactériennes, le laboratoire joue un rdle trés important. En effet, il permet de mettre en
évidence I’agent infectieux et de déterminer sa sensibilité aux antimicrobiens
(Nounagnonhou et Amadou, 2008). Au nombre des bactéries d’infections les plus isolées,
les staphylocoques dont S. aureus occupe une place de choix (Agon et Olowo, 2012 ;

Ahomontin et Somakpo, 2009).

Jusqu’il y a une dizaine d’année, 1’identification des microorganismes, en particulier S.
aureus dans les laboratoires de microbiologie médicale reposait principalement sur les
caractéres phénotypiques : aspect des colonies, coloration de Gram, caractéristiques de
croissance et caractéres biochimiques (Seng et al, 2009). Toutefois, les techniques
conventionnelles nécessitent beaucoup de personnel et de réactifs et conduisent donc a un
colt d’analyse important (Sauget, 2016). La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a
donc peu a peu remplacé les techniques conventionnelles dans les laboratoires de
microbiologie médicale. Plusieurs études ont démontré que les résultats d’identification
obtenus avec la spectrométrie de masse (92,2 % - 99,4 % d’identifications correctes) sont
meilleurs que ceux des systémes automatisés utilisant des méthodes conventionnelles (83,1
% - 97,7 %) (Seng et al., 2009; van Veen et al., 2010; Cherkaoui et al., 2010; Bessede et al.,
2011) malgré I’existence de quelques différences entre les deux techniques citées par Wieser

etal. (2012).

En routine, il est important de distinguer les Staphylocoques aureus des autres
Staphylocoques. Le laboratoire utilise plusieurs tests pour différencier ces deux groupes : la
DNase et le Slidex Staph Plus. La fiabilit¢ du MALDI-TOF MS en ce qui concerne
I’identification des Staphylocoques, permet de ne plus effectuer de DNase et ainsi gagner 24

heures dans le diagnostic (Cariello, 2012).

Dans cette étude, 1’identification de nos isolats par les méthodes phénotypiques a été
confirmée par les résultats de I’identification protéomique par MALDI-TOF, ce qui
implique I’existence d’une parfaite concordance entre les deux techniques. Cette
concordance a été également observée chez d’autres auteurs ou ils mettent en évidence les
performances du MALDI-TOF comparés a certains systemes d’identifications de référence

(Seng et al., 2009).
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L’absence ou I’erreur d’identification par le MALDI-TOF MS, pour certaines especes,
sont attribuées le plus souvent a I’insuffisance des bases de données. Celles-ci s’étoffent
chaque année de nouvelles espéces. Comme pour [D’identification phénotypique
traditionnelle, les techniques de biologie moléculaire résolvent les quelques échecs

d’identification par MALDI-TOF MS (Khellili, 2015; Sauget, 2016; Guendouze, 2018).

Pour s’assurer de la fiabilité d'identification de nos isolats bactériens par MALDI-TOF
MS, nous avons utilis¢ une méthode alternative basée sur le s€équengage du géne qui code
I'ARNr 16S (ADNr 16S). Cette technique identifie les espéces non reconnues par les
méthodes phénotypiques et protéomiques. Ces méthodes sont encore relativement coliteuses
et n'ont pas encore fait leur chemin dans les laboratoires microbiologiques de diagnostic de

routine.

Par conséquent, nos résultats génotypiques sont en accord avec les résultats
protéomiques. Le MALDI-TOF MS pourrait donc étre une alternative intéressante aux
techniques moléculaires basées sur le séquencage de I’ADNr 16S, généralement coliteuses.
Ces constats sont en accord avec d’autres travaux (van Baar, 2000; Conway et al., 2001;
Fenselau et Demirev, 2001; Lay, 2001; Kumar et al., 2004; Hettick et al., 2006; Maier ef al.,
2006; Dubois et al., 2010; Bizzini et al., 2011; Welker et Moore, 2011). De plus, en raison
de sa rapidité, de la préparation facile de 1'échantillon et de la taille réduite de ce dernier
(Krishnamurthy et al., 1996; Cherkaoui et al., 2010), le MALDI-TOF pourrait changer
I’approche des laboratoires de microbiologie et se positionner comme le test de premiere

ligne, pour tous les isolats, a la place des techniques phénotypiques.
2. Résistance de S. aureus a la méticilline

Le S. aureus résistant a la méticilline, SARM, a été une préoccupation des

professionnels de la santé depuis sa découverte au début des années 1960.

Depuis cette date, le taux de résistance des SARM a été augmenté de fagon progressive.
En 1970, les SARM sont émergés de fagon épidémique dans les hopitaux et constituent un

probléme majeur dans les infections nosocomiales au niveau mondial (Moon et al., 2007).

A partir des années 1990, la majorité des SARM isolés exercent une résistance multiple
a de nombreux classes d’antibiotiques comme : les tetracyclines, aminoglycosides,

macrolides, lincosamides et fluoroquinolones (Moon et al., 2007 ; Kumar et al., 2010).
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En 1997, les SARM n’ont plus été limités au secteur hospitalier, mais de nouveaux
clones dits «Community-Acquired» (CA-SARM), ont été¢ décrits comme responsables
d’infections communautaires, les premicres acquisitions de SARM communautaires ont été
observées chez des enfants de zones rurales du Minnesota et du Nord Dakota aux Etats-Unis

(Alioua, 2015).

Entre 1996 et 1997, la prévalence du SARM a été déterminée dans huit pays africains
et Malta, elle était en dessous de 10% en Algérie et en Tunisie (Kesah et al., 2003). En
Algérie, ce taux de résistance était ensuite augmenté jusqu’a 14%, en 2001 (Ramdani-
Bouguessa et al., 2006). Entre 2003 et 2004, une étude prospective de plusieurs centres a €té
réalisée avec la participation de neuf hopitaux universitaires dans la région méditerranéenne
et le pourcentage des SARM était de 35,5% en Algérie (Amazian et al., 2006). Les hopitaux
algériens ont de ce fait, démontré une augmentation importante de S. aureus résistant a la

méticilline en ces dernieres années (Bekkhoucha et al., 2009).

Selon le 13éme rapport d’évaluation du réseau algérien de surveillance de la résistance
des bactéries aux antibiotiques en 2011, 1’analyse globale des données concernant 1’espece
S. aureus aboutit a un pourcentage de résistance a la méticilline de 35,37 % des isolats

(Touaitia, 2016).

Dans cette ¢tude, 23 parmi 65 isolats de S. aureus ont une résistance a la méticilline
soit un pourcentage de 35,38 %, ce résultat se rapproche de celui enregistré en 2006

(Amazian et al., 2006).

En plus, ce pourcentage est statistiquement ¢élevée que celle de 32,7 % obtenue par
Aouati et al., en 2010 au CHU Ben Badis de Constantine et moins importante que celles de
52% rapportée par Rebiahi ef al, (2011) au CHU de Tlemcen et 62,2 % rapportée par
Alioua et al., (2014) au CHU de Annaba.

La résistance du SARM a d'autres antibiotiques a €galement été rapportée. Dans cette
étude, nous avons constaté que 8,69 % des isolats étaient résistants a la vancomycine, tandis
que dans des études connexes; toutes les souches de SARM isolées des échantillons
cliniques étaient susceptibles a la vancomycine (100 %) (Kesah et al., 2003; Al-Zu'Bi et al.,
2004). Shahraz et al. (2012) ont signalé que 26,6 % des souches de S. aureus isolées a partir

du hamburger emball¢ étaient résistantes a la vancomycine.
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Selon notre étude, le SARM était résistant a 1'érythromycine et a la gentamycine soit un
pourcentage de 56,52% et 34,78% respectivement. Ramdani-Bouguessa et al. (2005) a
rapporté que 25% et 7% des souches de SARM isolées de I'hdpital Mustapha Pacha en
Algérie et Ouchenane et al. (2010), 25% et 6,25% des souches de SARM isolées de 1'hopital
Didouche Mourad en Algérie étaient résistantes a I'érythromycine et a la gentamicine,
respectivement. La comparaison entre ces résultats et le notre a montré une résistance

importante a I'érythromycine et a la gentamycine dans nos isolats.

3. Corrélation entre les méthodes phénotypiques et génotypiques pour la détection de la

méticillino-résistance

Ces derniéres années, plusieurs études ont démontré la grande capacité des méthodes
moléculaires telles que 1'électrophorese en champ pulsé (PFGE), la RT-PCR et les méthodes
PCR pour augmenter la rapidité et la précision des tests de résistance (Lacey et al., 1973;
Martineau et al., 2000; Pe'Rez-Roth et al, 2001; Strommenger et al., 2003; Sabet et al.,
2007; ; Kumar et al., 2010; Shahraz et al., 2012).

Dans notre étude, la détection moléculaire du géne mecA, en tant que cible spécifique
parmi les génes de SARM, a été réalisée pour l'ensemble des 65 isolats de S. aureus. Nous
avons comparé les résultats de la diffusion du disque en milieu gélosé, en tant que méthode
phénotypique, avec la présence du gene mecA par la PCR en temps réel, en tant que
méthode génotypique. Dans l'ensemble, nous avons trouvé une forte corrélation entre ces
deux méthodes. Cette corrélation a ¢t€¢ démontrée précédemment dans d'autres études
(Pe'Rez-Roth et al., 2001; Strommenger et al., 2003; Al-Zu'Bi et al., 2004; Shahraz et al.,
2012).

La présente ¢tude indique que parmi 23 souches, 3 étaient résistantes a la méticilline
et 5 sur 65 ont une résistance intermédiaire selon la méthode standard de diffusion sur
disque, mais elles sont mecA™ selon la méthode PCR. Une des 37 souches était sensible a la
méticilline selon la méthode standard de diffusion sur disque mais elle est mecA " selon la
méthode PCR. Conformément a cette étude et aux rapports précédents, les souches
phénotypiquement résistantes a la méticilline mais qui ne portent pas le géne mecA (souches
BORSA: borderline Staphylococcus aureus) semblent montrer une mauvaise expression du
gene mecA ou une hyperproduction de la méticillinase ou de B-lactamase (Moon et al.,
2007; Kumar et al., 2010). La résistance a la méticilline dans les souches mecA4- négatives a

été supposée, dans des études antérieures, résulter de la modification des PLP normales
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chez des souches ne produisant pas de béta-lactamase (souches MODSA : modified
Staphylococcus aureus) (Mcdougal et Thornsberry, 1986; Chambers, 1997). Kumar et al.,
(2010), ont indiqué que le géne mecA est présent mais n'est pas amplifi¢ parce que le site
d'amplification n'est pas disponible ou n'est pas exprimé ou exprimé a un faible niveau, en
raison des conditions de croissance ou pourrait é&tre limit¢ dans les méthodes

microbiologiques.

De méme, les souches pourraient présenter une résistance intermédiaire a la méticilline
due a I’hyper-production d'une B-lactamase lorsque le géne mecA est absent (Bergeron et
Ouellette, 1998). Les niveaux de résistance intermédiaires pourraient également étre dus a

des mutations du geéne mecA endogeéne (Pe'Rez-Roth ef al., 2001).
4. Analyses bioinformatiques

La connaissance de la structure secondaire 2D des ARNs aide a comprendre la fonction
biologique dans laquelle sont impliqués ceux-ci. De plus, elle contribue considérablement a
la confirmation de la place systématique et phylogénétique de l’isolat au sein de la
communauté bactérienne, car on admet que les ARNs dont la fonction moléculaire est
similaire doivent avoir des structures secondaires voisines (Allali, 2005 ; Tahi, 2014). Singh
et Somvanshi (2009) ajoutent méme que la structure secondaire de I'ARNr peut fournir de

nouvelles perspectives pour comprendre 1'évolution et la stabilité des espéces bactériennes.

Dans leur étude, Lusvarghi et al. (2013) ont montré que les structures d’ARN a deux
dimensions sont plus précises lorsqu’elles sont obtenues par la prédiction in silico que par la
prédiction par la seule approche d’analyse par haut débit. Cette structure 2D qui est due a un
repliement modulaire et hiérarchisé (i : liaisons Hydrogeéne entre bases et ii : empilement des
bases) aboutissant a une architecture précise et spécifique voire plus importante que le
repliement 2D des protéines du point de vue informationnel car elle comporte quatre types
de monomeres (AUGC) et six angles de torsion du squelette d’ARN alors que les protéines

n’en comportent que deux : phi et psi (Lecouste-Philipps, 2006).

La description des agencements hélicoidaux compatibles avec nos structures
secondaires a permis de mettre en évidence les différences au niveau de la topologie
candidate 2D des différents isolats. A ce stade, notons que toutes nos structures 2D prédites
pour le cas du 16S DNA ne comportent aucun motif structural du type G-quadruplexe ; ce
qui confirme que toutes les structures primaires analysées ne sont pas riches en Guanine

(Lorenz, 2013).
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Nous constatons que tous les isolats de S. aureus ont montré une topologie 2D
comparable et voisine avec des énergies libres trés voisines de -218 Kcal/mol. Cette
topologie structurale a été également observée par prédiction avec le logiciel Rfam par les
travaux de Skrodenyte-Arbaciauskiene V. (2016) référenci¢ sous le numéro de code

JQ795921 dans la base de données EMBL (ENA).

De plus, Ehresmann et al. ont rapporté¢ dans leurs travaux, que I’hétérogénéité des
séquences primaires nucléotidiques affectent les caractéristiques des structures secondaires
du gene 16S ; or nos isolats ont exprimé une forte identité entre leurs séquences primaires.
Maly et Brimacombe (1983), en travaillant sur des séquences 16S et 23S, avec un total de 50
000 nucléotides, ont prédit les modeles affinés des structures 2D des deux geénes et ont
conclu une attention particuliere a la résolution des différences entre les différentes
structures secondaires publiées pour ces molécules dans lesquelles ils ont observé 45 régions
hélicoidales dans les différentes topologies 2D de la molécule du 16S. Ils ajoutent
¢galement, que l'appariement de bases proposé par les prédictions de ces régions est encore
ouvert a la discussion ; ce qui confirme encore une fois que les algorithmes n’arrivent a
prédire que 80 % (Juan et Wilson, 1999) tout au plus de la structure 2D des genes ; d’ou les
différences observées dans certains cas de prédiction entre les différents chercheurs. Mais
Low et Weeks (2010) affirment de leur c6té que les précisions de prédiction sur les
structures 2D des ADNr atteignent > 95% avec [’avénement des algorithmes de
programmation dynamique. Cependant, il faut bien mentionner que ces différences
prédictives ne sont pas du tout significatives surtout que des précisions ont été apportées a

I’échelle d’une ou deux nucléotides.

Jusqu’a 1985, les seules méthodes permettant de déterminer la structure protéique
¢taient la diffraction des rayons X ou cristallographie et la spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire RMN (Guillaume, 2004), devenues alors trés couteuses et plus lentes.
Le recours a des méthodes de bioinformatique semblait étre une bonne solution (Bouziane et

al., 2008).

La structure secondaire de la PLP2a a montré les principaux ¢éléments qui entrent les
conformations d’une structure 2D. En effet, nous avons observé des structures en hélice a,
des feuillets plissés en forme B et des coudes (appelés aussi Boucles ou Tours). Chacune de
ces structures a été observée avec des fréquences spécifiques. En effet, nous avons noté une
distribution des formes o : 32,95 %, 33,61 % et 34,06 %. Les formes [ ont été distribuées
avec 18,62 %, 19,11 % et 19,66 %. Enfin, le profil des coudes a été observé avec les plus
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grandes distributions comparativement aux formes a et § : 48,43 %, 47,28 % et 46,28 %
pour les isolats LISC1, PMC1 et LISCS respectivement. Notons que ses distributions sont en
accord avec les valeurs observées par De Breven (2004) ou il note que les formes en hélice a
contribuent dans les structures protéiques 2D avec une fréquence 28 % - 35 %, les formes 3 :
18 % - 26 % et les coudes : 40 % - 50 %. En 1978, Levitt avait identifié trois principes
généraux : (i) les résidus aliphatiques favorise la formation de feuillets B, (ii) les résidus
avec une chaine latérale courte ainsi que la proline et la glycine favorisent les coudes, enfin
(iii) la plupart des autres résidus préférent former des hélices (Levitt, 1978). Ces
observations ont été¢ confirmées et affinées par de nombreuses études (Thomas et al., 2001;

Offmann et al., 2007, Malkov et al., 2009).

La prédiction des structures secondaires apporte des informations structurales
importantes. Elle est souvent considérée comme une premicre étape vers la prédiction des

structures tertiaires (Bornot, 2009).

L’alignement des structures tertiaires de la PLP2a des isolats LISC8 et PMC1 générées
par MODELLER montre une mutation de type substitution dans les positions 124 et 182 ou
l'asparagine "N" est substituée en lysine "K" dans la cible de I’isolat PMCI. Les
modifications, méme minimes, de la séquence primaire d’une protéine ont des répercutions
profondes sur sa fonction biologique. Dans le cas de I’anémie falciforme (drépanocytose),
I'hémoglobine a perdu sa fonction a cause d’une mutation ponctuelle qui conduit a la
substitution d'un aa par un autre en position Cis de la chaine béta (Gregory et Dagmar,

2008).

Par contre, d’autres études sur I’hémoglobine, ont démontré que des protéines
analogues (au niveau de leur fonction) dans des organismes ¢loignés phylogénétiquement
peuvent avoir divergé fortement au cours de I'évolution en ce qui concerne leur séquence
précise en aa. Ces modifications d’un ou plusieurs aa de I'hémoglobine n'altérent pas la

fonction de cette protéine (Gregory et Dagmar, 2008).

Dans cette ¢étude, les mutations de la PLP2a de I’isolat PMC1 ne changent pas sa
structure 3D et n'altérent pas la fonction de cette protéine car les deux souches résistent a la
méticilline. Pour que cette mutation soit singificative et caractéristique de notre population,

il est nécessaire de faire une étude plus poussée avec un plus grand échantillonnage.
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Notre étude a porté sur l'identification de 65 souches de S. aureus isolées a partir de
différentes origines pathologiques dans la ville de Constantine, dont la premiére partie a
concerné¢ les performances de la technique MALDI-TOF MS dans I’identification des
bactéries, en particulier S. aureus. Tous les isolats bactériens ont été correctement identifiés
comme des S. aureus par cette technique spectrométrique. En comparaison avec les
méthodes phénotypiques (Coloration de Gram, recherche de catalase, Dnase...) et
génotypiques (ADNr16S) réalisées dans cette thése, nous avons constaté que la technique
protéomique, MALDI-TOF MS, constitue un outil majeur dans la routine de microbiologie
clinique. Cette méthode, peu colteuse, précise et plus rapide que les méthodes de la
microbiologie traditionnelle et nécessitant moins d’expertise technique que les méthodes
génotypiques, et ayant le méme niveau de discrimination que celles-ci. Enfin, d'autres études
sont nécessaires pour tester l'applicabilité du MALDI-TOF pour détecter la résistance des
bactéries aux antibiotiques. Un diagnostic étiologique plus rapide peut permettre d’une part
de préserver le pronostic vital dans des situations infectieuses graves et d’autre part

d’épargner les antibiotiques a large spectre.

Par la suite, une évaluation des niveaux de résistance aux antibiotiques a permet de
mettre en évidence 23 souches de S. aureus résistant a la méticilline et une détection
moléculaire du géne responsable de la méticillino-résistance a été réalisée par RT-PCR. La
comparaison entre les résultats de la diffusion du disque en milieu gélosé, en tant que
méthode phénotypique, avec la présence du gene mecA par la PCR en temps réel, en tant que
méthode génotypique, pour la détection de la méticillino-résistance chez S. aureus a montrée
une forte corrélation entre ces deux méthodes. Cependant, nous avons détecté une souche
phénotypiquement sensible mais exprime le géne mecA, cette détection peut étre due a une
mauvaise expression du gene mecA ou une hyperproduction de la f-lactamase. Trois souches
sont apparues résistantes phénotypiquent a la méticilline mais ne portent pas le géne mecA,
en raison d’une modification des PLP normales chez des souches ne produisant pas de béta-
lactamase. Il serait intéressant donc, d’étudier une population plus importante pendant une
période plus longue pour décrire le taux des infections 8 SARM et de pouvoir approfondir
I’aspect génétique de cette résistance tout en explorant les mécanismes intervenant dans la

régulation.

Dans la deuxiéme partie, nous avons mis en évidence 1’assistance des programmes
bioinformatiques comme outils d’aide a la décision, dans le vaste domaine de la
systématique bactérienne. Nous avons essay¢ de montrer que la prédiction des structures
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secondaires voire tertiaires par calculs bioinformatiques, a partir des s€quences primaires de
genes d’intérét (codants et/ou non), apportait des ¢éléments et des informations

supplémentaires pour confirmer la place de I’isolat dans 1’arbre phylogénétique bactérien.

L’alignement des structures tertiaires de la PLP2a des isolats LISC8 et PMCl1
générées par MODELLER montre une mutation de type substitution dans les positions 124
et 182 ou l'asparagine "N" est substituée en lysine "K". Ces mutations ne changent pas la
structure 3D de la protéine et n’altére pas sa fonction comme résistante a la méticilline. Pour
que cette mutation soit significative et représentative de notre population, il est nécessaire de

faire une étude plus poussée avec un plus grand échantillonnage.

Il reste, cependant, a développer des programmes plus puissants (temps et score des
réponses) pour aligner ses structures secondaires et tertiaires afin d’attribuer des motifs
structuraux et fonctionnels spécifiques pour chaque groupe bactérien faisant foi d’une

signature et d’une empreinte moléculaires.
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Annexe A

Composition du tampon de lyse TENT :

- 0,2 mL de Tampon TRIS 1 M pH 8.0 ;
-4 mL de NaCl 0,5 M ;

-40 uL ’EDTA 0,5 M ;

-5 mL de Triton X100 a 20% ;

- 10,76 mL H2O gsp.



Annexe B

Résultats du blastN des séquences nucléiques de ’ADNr 16S et
mecA des 21 isolats de Staphylococcus aureus.



Tableau 10 : Confrontation par Blast des 21 séquences du gene ADNr 16S

Souche

Séquences

Taille
pb

%
couverture

%
identité

E-value

Nom du Blast

LISCl1

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC

746

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LISC2

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCGA

747

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

PMC1

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC

745

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus




LPKC1

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGGC

744

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LISC3

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCA

746

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

PMC2

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC

745

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT

745

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus




LISC4

TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC

PMC3

CATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATT
TCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCC
ACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
ATTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACG
ATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCC
TACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGT
CGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCAG

749

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LISCS5

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCA

746

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

TTTCGCATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGC
GCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGA
CCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCC
CAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGG
CTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAG
TTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAA

753

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus




LPKC2

GATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCT
CTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGG
ATCCATCTATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGG
TATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGT
CCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCC
GCCAGCGTTCATCCTGGCAG

PMC4

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC

745

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

PMC5

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAG

744

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LISCé6

CTTTCGCTCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAAT
GACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACG
CCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGT
GGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACA
GAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCA
CCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCRTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCG
CGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCA

752

100

99

0.0

Staphylococcus
aureus




TCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCAC
GCCGCCAGCGTTCGTCTGAG

LISC7

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCGACG

744

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LISC8

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAG

744

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus

LPKC3

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT

745

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus




TCATCCTGAGC

PMC6

GCTTTCGCTCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTC
TACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAA
TGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTAC
GCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCG
TGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAAC
AGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGC
GGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATC
ACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCRTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCC
GCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGC
ATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTC
ACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCA
CGCCGCCAGCGTTCGTCTGAC

753

100

99

0.0

Staphylococcus
aureus

LISC9

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGA
TTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
TCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCATG

748

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus

PMC7

TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTC
ACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCA
CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAAT
TCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGG
TTAGGTACCGTCAAGACTTGTTCAGTTACTAACAAATTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGA
TCCTAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCT
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTC
GGCTACGTATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCT
ATAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCAACATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAG
CCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCG
CTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCATCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGC
GTTCATCCTGAGC

746

99

100

0.0

Staphylococcus
aureus

CATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATT
TCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCC

748

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus




LPKC4

ACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
ATTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACG
ATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCC
TACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGT
CGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCA

PMCS8

CTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTT
CACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCC
ACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
ATTAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACG
ATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCC
TACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGT
CGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCT
CCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCA

748

100

100

0.0

Staphylococcus
aureus




Tableau 2: Confrontation par Blast des 21 séquences du geéne mecA

Souche

Séquences

Taille
pb

%
couverture

%
identité

E-value

Nom du
Blast

LISCl1

TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCGAC
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GTTGGTAATATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAAT
TTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAAC
GTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAG
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LISC2

TATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCA
ACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCC
AGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCG
AAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAA
AAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCA
AAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGAT
TTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTT
CACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAA
AGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGG
CTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA
AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAA
TGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAG
AACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGAT
TGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGA
TAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGC
AATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAA
GGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC
AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAA
GACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGT
ATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAAT
CCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG
ATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCT
ACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAG
ATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAA
GTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGT
CCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACA
GGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTTCTTCTCCGA

PMC1

TATGCTTNCAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTA
TAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAAT
ATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAA
AAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAAT
TTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAAAG
ACCAAAGCATACATATTGAAAAATTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAAT
TGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAG
CAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAAGTGGGTACAAG
ATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATT
TCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGT
TATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTT
ATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACA
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ATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGAT
ATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAG
GTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTATCCA
TTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAAC
AAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACA
AAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTG
GTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAG
ATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACT
AGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGAT
AATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTT
CAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACA
AAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGT
AAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCAGA
ACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCC
AAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAAT
CTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAAAA
CAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCT
CCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACATTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTTTT
ATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAATTT
AACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTTCTTCTCCGA

LPKC1

TATGCTTTCAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
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AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTTCTTCTCCGA

LISC3

TAGTGTAGTGTTCCCGGTTGGTAATATTTTATGCTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCA
ATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAG
TAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATC
GTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACG
GTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCA
TAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGG
TAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCC
AAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAA
ACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGA
TGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCT
CTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAG
AATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGC
TCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAAT
AGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTA
TAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTT
GTAAGCACACCTTCATATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAA
CCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAA
TATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTA
AAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATA
TCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAG
TAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTAT
AATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTG
AAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGC
ACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAA
TCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCA
AACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGG
TGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATA
AAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATA
AAAAATACGATATAGATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATT
ATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTG
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ACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTAT
TACCTGGGTATACAGGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTTCTTCTCCGA

PMC2

TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCG
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TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
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LISC4

ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCGA

PMC3

TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
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CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCC

LISC5

GTTGGTAAAATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAAT
TTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAAC
GTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAG
TATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCA
ACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCC
AGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCG
AAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAA
AAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCA
AAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGAT
TTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTT
CACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAA
AGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGG
CTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA
AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAA
TGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAG
AACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGAT
TGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGA
TAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGC
AATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAA
GGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC
AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAA
GACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGT
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ATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAAT
CCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG
ATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCT
ACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAG
ATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAA
GTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGT
CCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACA
GGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTTCTTCTCCGA

LPKC2

GGTTGGTAATATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAA
TTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAA
CGTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAA
GTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGC
AACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTC
CAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACC
GAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTA
AAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATC
AAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGA
TTTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACT
TCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATA
AAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATG
GCTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAA
AAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAA
ATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTC
ATATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAA
AGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATG
ATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAA
GATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAA
GCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAA
AAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTC
AAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAAC
CCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAA
AAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATG
GTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAA
ATCCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATA
TGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAG
CTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATAT
AGATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAAT
AAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGA
GTCCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATA
CAGGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTTCTTCTCCGA
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PMC4

TATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTTCTTCTCCGA
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PMC5

TGTAANATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAANTTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTC
AAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGT

CCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTA
TCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAAC
GTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAG

GAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAA
ACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAA
AAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAA
ATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTT
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CGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCA
CATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAG
ATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCT
ATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAG
ATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATG
ATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATAT
GACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAA
CCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTG
GGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATA
AATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAA
TAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGG
CATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAAC
AAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAG
TACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGA
CACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTAT
GCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCC
GGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGAT
AAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTAC
AATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGAT
GAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGT
GCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCC
ATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGG
TTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCG

LISCé6

TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
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GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCCTTCTCCGA

LISC7

TATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTT
ATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAA
TATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATA
AAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTA
ATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAA
AGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGA
ATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAA
AGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACA
AGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAA
TTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAG
GTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAG
TTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCA
CAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAG
ATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTC
AGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTAT
CCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
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ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTTCTTCTCCGA

LISC8

TATGCTTACAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTT
TATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAA
ATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAAT
AAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTT
AATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGA
AAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGG
AATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATA
AAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTAC
AAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAA
ATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTA
GGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCA
GTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTC
ACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAA
GATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCT
CAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTA
TCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTC
AACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATA
ACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGG
GTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCAT
CAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAA
AACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT
AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATC
CTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAA
ACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGT
CGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCA
GAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAAT
CCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAA
ATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAA
AACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTT
CTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTT
TTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAAT
TTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTTCTTCTCCGA
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TTGGTATATATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAAT
TTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAAC
GTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAG
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LPKC3

TATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCA
ACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCC
AGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCG
AAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAA
AAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCA
AAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGAT
TTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTT
CACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAA
AGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGG
CTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA
AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAA
TGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAG
AACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGAT
TGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGA
TAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGC
AATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAA
GGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC
AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAA
GACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGT
ATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAAT
CCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG
ATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCT
ACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAG
ATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAA
GTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGT
CCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACA
GGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCGA

PMC6

TATGCTCCAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTA
TAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAAT
ATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAA
AAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCAATTTAAT
TTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATGCAGAAAG
ACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAAT
TGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAG
CAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACAAG
ATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATT
TCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGT
TATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGATGCAGTT
ATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACA
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ATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGAT
ATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAG
GTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTATCCA
TTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAAC
AAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACA
AAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTG
GTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCATAGAATCATCAGA
TAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTA
GGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATA
ATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTC
AATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAA
AGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTA
AATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTACTGCAGAAC
TCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATAATCCAA
ACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATCT
CAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAACAAAACA
GTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTTACTTCTCC
CTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCTTTTTTTAT
GGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAATAAATTTAA
CGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACACTTCCTTCTCCGATTCTCCTCCGA

LISC9

TTGGTATATATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAAT
TTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAAC
GTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAG
TATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCA
ACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCC
AGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCG
AAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAA
AAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCA
AAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGAT
TTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTT
CACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAA
AGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGG
CTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA
AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAA
TGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAG
AACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGAT
TGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGA
TAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGC
AATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAA
GGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
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ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC
AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAA
GACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGT
ATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAAT
CCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG
ATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCT
ACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAG
ATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAA
GTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGT
CCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACA
GGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCGA

PMC7

ATCAGGTTATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATT
TCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAAC
GTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAG
TATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCA
ACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCC
AGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCG
AAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAA
AAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCA
AAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGAT
TTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTT
CACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAA
AGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGG
CTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA
AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAA
TGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAG
AACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGAT
TGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGA
TAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGC
AATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAA
GGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAA
ACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC
AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAA
GACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGT
ATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAAT
CCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG
ATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCT
ACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAG
ATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAA
GTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGT
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CCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACA
GGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTGCATCG

LPKC4

ACATTGGTATATATTTTATGCTTCAAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAA
AATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTG
AACGTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAA
AAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATC
GCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTAT
TCCAGGAATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGA
CCGAAACAATGTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATC
TAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGA
TCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGT
GATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGA
CTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTA
TAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGA
TGGCTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAA
AAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAA
AAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCT
TCATATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAA
AAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAAT
GATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAA
AGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACA
AGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAA
AAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTT
CAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAA
CCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTA
AAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGAT
GGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCA
AATCCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCAT
ATGATAAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTA
GCTACAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATA
TAGATGAATAACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAA
TAAGTGCTGTTACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACG
AGTCCATTTTCTTTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTAT
ACAGGTTTAATAAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCTCCGATGCA
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TACGGATATGCTTACAAAGATAAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAAC
AAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAAAGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGAT
AAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAGGATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAA
AAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATTGATCGCAACGTTCA
ATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGAATG
CAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAAT
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PMC8

GTGGAATTGGCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGAT
TATAAAGCAATCGCTAAAGAACTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGG
GTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACCGTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAA
AAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCT
ATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCTATAAAGATGAT
GCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTATCGT
GTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGC
AAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATG
GCTCAGGTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGT
CTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCT
GCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTA
AATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCT
TGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAA
TCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGA
AAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAA
TTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAG
ATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGA
AAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAAC
AAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGGTAC
TGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGA
TAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGC
CAAAATCTCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATA
ACAAAACAGTGAAGCAATCCGTAACGATGGTTGCTTCACTGTTTTATTATGAATTATTAATAAGTGCTGTT
ACTTCTCCCTTAAATACAATTTCTTCATTTTCATTGTATGTTGAAAGTGACACTGTAACGAGTCCATTTTCT
TTTTTTATGGATTTCTTATTTGTAATTTCAGCGATAACGTACAATGTATTACCTGGGTATACAGGTTTAAT
AAATTTAACGTTATTCATTTGTGTTCCTGCTACAACTTCTTCATCCGTAGC




Annexe C

Alignement multiple des séquences génomiques de I’ADNr 16S et MecA des 21 isolats de S. aureus.



Alignement multiple des séquences ADNr 16S des 21 isolats de S. aureus via MultAlin.

1 12a

IsSC1 TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCOTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
IsC2 TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
ISCS TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
PMCE CATCA QCOTCAGTTA CACACCAGAS AQTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAS TTCCACTTTC CTCTTCTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
DBEC28 CATCA QUOTCAGTTA CACACCAGAA AQTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGLAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
PMC17 ATGTCA QCGTCAGTTA CAGACCAGAA AQTCOCCTTC GCCACTGOTG TTCCTCCATA TOTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATERAA TTCCACTTTC CTCTTCTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
PMC21 CTCA GLOTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGOAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
I5C18 TCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
I5CS TCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
PMC3 TCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
PMCE TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
PMC11 TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
IsC7 TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
DBEC1E TCA QUOTCAGTTA CACACCAGAA AQTCOCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGLAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
PMC12 TCA QUOTCAGTTA CACACCAGAA AQTCOCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGLAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
I5C15 TCA QUOTCAGTTA CACACCAGAA AQTCOCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTOTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGLAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
I5C13 ATCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGEAETG TTCOTCCATA TOTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTOAAGTTTT CCAGTTTCCA
PHMC1E TCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
DBEC4 TCA GOETCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGETG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGEGAA TTCLACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
DEC18 TTTCGCATCA GCGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCCTCCATA TCTCTGOGCA TTTCACCGCT ACACATGGAL TTCCACTTTC LTOTTCTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
IsC14 TCA GOGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCOTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGAA TTCCACTTTC CTCTTOTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTCCA
Consensus .. TCA GCGTCAGTTA CAGACCAGAA AGTCGCCTTC GCCACTGGTG TTCCTCCATA TCTCTGCGCA TTTCACCGCT ACACATGGASA TTCCACTTTC CTOTTCTGCA CTCAAGTTTT CCAGTTTLCA
131 268

ISC1  ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC TTAAMAAACC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TGCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
ISC2 ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
ISCS  ATGACCCTCC ACGGETTGAGC CGTGGAGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
PMCE ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
DBC28 ATGACCCTCC ACGOTTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
PMCL17 ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGACTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
PMC21  ATGACCCTCC ACGOTTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
ISC1E8 ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGGECTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
ISCe ATGACCCTCC ACGGETTGAGC CGTGGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
PMC3  ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
PMCE ATGACCCTCC ACGGETTGAGC CGTGGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
PMC11 ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGGECTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
ISCT? ATGACCCTCC ACGGETTGAGC CGTGGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
DECle ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGACTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
PMC12 ATGACCCTCC ACGOTTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
ISC1S ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGAECTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
ISC13  ATGACCCTCC ACGOTTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
PMC1e  ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGAECTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
DBC4 ATGACCCTCC ACGGETTGAGC CGTGGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
DECle ATGACCCTCC ACGETTGAGC COTGGACTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG
ISC14 ATGACCCTCC ACGOTTGAGC COTGGGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GUTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGLT TGCOCACCTAC GTATTACCGC GGCTGCTGEC ACGTAGTTAG
Consensus  ATGACCCTOC ACGGETTGAGC COTGEGCTTT CACATCAGAC GCCTACGCGC GCTTTACGCC CAATAATTCC GEATAACGCT TOCCACCTAC GTATTACCGC GGCTGECTGEC ACGTAGTTAG




ISC1
ISC2
ISCS
PMCE
DBC2G
PMC17
PMC21
ISC1s8
Is5CS
PMC2
PMCE
PMC11
ISCT
DBEC1S
PMC12
ISC1s
ISC1z
PMC1S
DBEC4
DEC1E
ISCl4
Consensus

IsC1
IsC2
I5C5
PMCE
DEC2G
PMC17
PMC21
ISC18
ISCS
PMC3
PMCE
PHMC11
IsC7
DBC1&
PMCc12
ISC15
IsC12
PHMC1Z
DBC4
DBEC1®
IsC1la
Consensus

261

COGTGECTTT
COGTGGLTTT
COGTGECTTT
COGTGGCTTT
COGTGGLTTT
COGTGECTTT
COGTGGCTTT
COGTGGCTTT
COGTEaCTTT
COGTGACTTT
COGTGECTTT
COGTGECTTT
COGTGGLTTT
COGTGECTTT
COGTGGCTTT
COGTGGLTTT
COGTGECTTT
COGTGGCTTT
COGTGGCTTT
COGTEaCTTT
COGTGACTTT
COGTGECTTT
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GATTAGGET
GATTAGGET
GATTAGSET

ACCATCAAGA
ACCOTCALGA
ACCOTCAAGA

GATTAGET Al
GATTAGSET Al
GATTAGET Al
GATTAGET Al

GATTAGST
GATTAGGET
GATTAGET
GATTAGSET

C
ACCOTCAAGA
ACCOTCAAGA
ACCOTCAAGA
ACCOTCAAGA

GATTAGGT Al
GATTAGET Al
GATTAGET Al

GATTAGSET
GATTAGSET
GATTAGSET
GATTAGSET
GATTAGST

GATTAGET
GATTAGSET

GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC

v GATTCCCTAC

GATTCCCTAC

v GATTCCCTAC
v GATTCCCTAC

GATTCCCTAC

v GATTCCCTAC

GATTCCCTAC

v GATTCCCTAC
v GATTCCCTAC

GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC
GATTCCCTAC

fCC
GATTAGGT Al
ACCOTCAAGA
ACCOTCAAGA

ACCATCAAGA
ACCOTCAAGA
ACCOTCAAGA

ACCGTCAAGA

TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TGCTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC
TECTGCCTCC

TGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOTGCACAGT
TGTGCACAGT
TATGCACAGT
TOGTGCACAGT
TGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOGTGCACAGT
TOTGCACAGT
TOTGCACAGT
TGTGCACAGT
TATGCACAGT
TOGTGCACAGT

CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CATAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC
CaTAGGAGTC

TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACZA
TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACZA
TACTTACACA
TACTTACACZA
TACTTACACA

TGEACCGTGET
TGEACCGTGET
TGEACCGTGET
TGEACCGTGET
TGEACCGTGET
TGEACCGTGET
TGGACCGTGT
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET
TEGACCGTET

TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTLCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTLCTTC
TATGTTCTTC
TATGTTCTTC

CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA
CTCAGTTCCA

CCTAATAACS
CCTAATAACA
CCTAATAACS
CCThyTAHCh

CCTAATARCA
CCTAATARMCA
CCTAATAACA
CCTAATARCA
CCTAATARCA
CCTAATAACA
CCTAATAACA
CCTAATARCA
CCTAATARCA
CCTAATARACA
CCTAATARCA
CCTAATARCA
CCTAATARMCA
CCTAATAACA
CCTAATARCA
CCTAATARCA

GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETEGCCGA
GTETGGCCGA
GTETGGCCGA
G GTaGCCGA

G\G\G\G\G\G\G\G\G\G\G\G\

GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTALCG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTALCG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG
GAGTTTTACG

TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC
TCACCCTCTC

ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCEAAGAT
ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCEAAGAT
ATCCGAAGAC
ATCCGAAGAC
ATCCGEAAGAC
ATCCGEAAGAC
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TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
CTTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT
TTCATCACT

v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGCATCGTTS
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG
v TGQCATCGTTG

WCOCGaCaT
WCGCGGOET
CGCGGECET
WCGCGGCET
WCGCGGOET
CGCGGECET
WCGCGGCET
WCGCGGCOGT
WCGCaaCaT
talclaciciacyy
CGCGGECET
WCOCGaCaT
WCGCGGOET
CGCGGECET
WCGCGGCET
WCGCGGOET
CGCGGECET
WCGCGGCET
WCGCGGCOGT
WCGCaaCaT
talclaciciacyy
CGCGGECET
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CCTTGETALG
CCTTGETALG
CCTTGETALG
CCTTGETALG
CCTTGETALG
CCTTGETALG
CCTTGETAL
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA
CCTTGETAA

TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TOCTCCGTCA
TECTCCGTCA

COGTTACCTT
COGTTACCTT
COGTTACCTT
COGTTACCTT
COGTTACCTT
COGTTACCTT
COGTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT
CCOTTACCTT

25a
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GECTTTCGCC
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GGCTTTCGCC
GECTTTCGCC
GOCTTTCGCC
GGCTTTCGCC

2@

ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT
ACCAACTAGT



IsC1
Isc2
ISCS
PMCS
DBCZ28
PMC17
PMC21
ISC18
ISCe
PMC3
PMCE
PMC11
ISC7
DBC1s
PMC12
ISC15
IsC13
PMC19
DBC4
DBC1@
IsC14
Consensus

IsC1
ISC2
ISCS
PMCE
DEC2G
PMC1T
PMC21
ISC1s
ISCS
PMC3
PMCS
PMC11
ISCT
DBC1la
PHMC12
ISC1s
IsC13
PMC1Z
DBEC4
DBC1&
ISC14
Consensus

521

TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG
TAATGCAGCG

651

ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT
ACGTGTTACT

COGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
COGATCCATC
COGATCCATC
CGGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
COGATCCATC
COGATCCATC
CGGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC
COGATCCATC
COGATCCATC
CGGATCCATC
CEGATCCATC
CEGATCCATC

CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCOGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG
CACCCGTCCG

TATAARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAARGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC
TATAAGTGAC

AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCG TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCG TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGQCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG
AGCAAGACCO TCTTTCACTT TTGAACCATG

CCGCTAACAT CAGAGAAGTA
CCOUTAACAT CAGAGAAGLA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGLA
CCGCTAACAT CAGAGAAGTA
CCOUTAACAT CAGAGAAGLA
CCOUTAACAT CAGAGAAGLA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGLA
COOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCGCTAACAT CAGAGAAGTA
CCOUTAACAT CAGAGAAGLA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGLA
CCGCTAACAT CAGAGAAGTA
CCOUTAACAT CAGAGAAGLA
CCOCTAACAT CAGAGARGLA
CCOCTAACAT CAGAGAAGCA
CCOCTAACAT CAGAGAAGLA
CCGCTAACAT CAGAGAAGTA

AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGQUTTCTCGT COGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGQUTTCTCGT COGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT COGTTCGLTC
AGQUTTCTCGT COGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGQTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCQTTCGLTC
AGQUTTCTCGT COGTTCGLTC
AGCTTCTCGT CCGTTCGLTC

COETTCAARL
COETTCARRA
CaaTTCARRA
CaaTTCARRA
CEETTCARAL
COOTTCARRL
COETTCAARL
COETTCARRL
CEETTCARRA
CaaTTCARRA
CEETTCARAL
COOTTCARRL
COETTCAARL
COETTCARRL
CEETTCARRA
CaaTTCARRA
CEGTTCARRL
COOTTCAARL
COETTCAARL
COETTCARRL
CEETTCARRA
CaaTTCARRA

GACTTGCATG
GQACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GQACTTGCATG
GQACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GQACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GQACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG
GACTTGCATG

TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGE
TATTATCCGE
TATTATCCGE
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGE
TATTATCCGE
TATTATCCGE
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGE
TATTATCCGE
TATTATCCGGE
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGG
TATTATCCGE
TATTATCCGE

TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC
TATTAGCTCC

TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC
TATTAGGCAC

GATTTCCOGA
GATTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCOEA
GATTTCCOGA
GATTTCCOGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCOEA
GATTTCCOGA
GATTTCCOGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GATTTCCCGEA
GATTTCCOGA
GATTTCCOGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA
GETTTCCCGA

GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GLCECCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GLCECCAGLG
GCCGCCAGCG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCECCAGCG
GLCECCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GCCGCCAGLG
GLCECCAGLG
GCCGCCAGLG

AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA
AGTTATCCCA

GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGS
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGS
GTCTTATAGG
GTCTTATAGS
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGG
GTCTTATAGS
GTCTTATAGG

757

TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA GCGA
TTCATCCTGA GCA
TTCATCCTGA GCAG
TTCATCCTGA GCA
TTCATCCTGA GCAG
TTCATCCTGA GCA
TTCATCCTGA GCATG
TTCATCCTGA GCA
TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA GC
TTCATCCTGA G
TTCATCCTGA G
TTCATCCTGA CGTA
TTCATCCTGA CGGATTC
TTCATCCTG- GC
TTCATCCTG- GCAG
TTCATCCGAC G
TTCATCCTGa Go..

65@
TAGGTTATECC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATECC
TAGGTTATECC
TAGGTTATECC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATECC
TAGGTTATECC
TAGGTTATECC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATECC
TAGGTTATECC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC
TAGGTTATCC



Alignement multiple des séquences du géne MecA des 21 isolats de Staphylococcus aureus via MultAlin.

LISC2Z GTTG
LISCS GTTG
LPKIC2 GGTTG
LISC2 TAGTGTAGTG TTCCOGGTTG
LPKC3 TTGG
LISCS TTGG
LPKC4 ACATTGG

T

PMCT ATC

Consensus

131

A

TACGGAT
T
T

T
GTAATATTTT
GTAAAATTTT
GTAATATTTT
GTAATATTTT
TATATATTTT
TATATATTTT
TATATATTTT
GTAAMNATTTT
AGGTTATTTT

T

ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATGOTGEA AGTAGAAATG ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC
ATAATEGTEA AGTAGAAATGE ACTGAACGTC

ATGCTTACAA
ATGCTTACAA
ATGCTTACAA
ATECTTACAS
ATGCTTACAL
ATGCTTACAA
ATGCTTACAA
ATGCTTACAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTCAAA
ATGCT-CCAA
ATGCTT-CAA
ATECTT-CAas
ATGECTT-CAN
ATECT--CAan
ATGCTT -CAA
ATGCTT-CAA
ATGCTT-CAA
ATGCTT-CAA
ATGCTT-CAA
ATGCTTHNCAA
ATGCTT . CAA

COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAAAAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT
COATAAALAT

AAGATALAGA
AAGATALAGA
AAGATALAGA
AAGATALAGA
AAGATAAAGA
AAGATAAAGA
AAGATAAAGA
AAGATAAAGA
- -GATAAAGA
AL GATAAAGA

ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT
ATATAATAGT

AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
SATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
SATTAATAAT
SATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
ANTTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT
AATTAATAAT

TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA
TTAGGCGTTA

ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATS
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATS
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG
ACTATTGATG

AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AACATATAAS
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL
AAGATATAAL

CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTOALGA
CAATTGALGA
CAATTGAMGA
CAATTGAMGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTOALGA
CAATTGALGA
CAATTGALGA
CAATTGAMGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA
CAATTGAAGA

CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT
CATTCAGGAT

TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TALAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TALAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC
TAAAAATTTC

COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTAAAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL
COTARAATAL

AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACARMGTTT
ARACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
ARACAAGTTT
ARACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT
AAACAAGTTT

AARAAGTATC TAAAAATAL
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAARAAT.
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAR
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT
AARAAGTATC TAAAAAT

ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG
ATAAAGATAG

CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGQTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT
CAGTTATATT

1@
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAMGCG
TCTAALAGTG
TCTALLAGTS
TCTAAAAGCS
TCTAAAAGCS
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCS
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAALAGTG
TCTALLAGTS
TCTALLAGTS
TCTAAAAGCS
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG
TCTAAAAGCG

2e@

ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACCAGTAGD ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA
ARACGAGTAG ATGCTCAATA



LISC1
LISCS
PHC2
PMC3
LISCS
LISCY
LISCE
PHMCE
LPKC1
PHMC4
PHMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC3
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PHMCL
Consensus

LISC1
LISC4
PrcC2
PHMC2
LISCG
LISCY
LISCE
PHMCE
LPKCL
PHcC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPKCZ2
LISC3
LPKC2
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus
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TAARATTAAN
TALAATTALL
TAAAATTALL
TAAAATTALL
TALAAATTALL
TAARATTAAN
TALAATTALL
TAAAATTALL
TAAAATTALL
TALAAATTALL
TAAMAATTAAN
TALAATTALL
TAAAATTALL
TAAAATTALL
TALAAATTALL
TAAMAATTAAN
TALAATTALL
TAAAATTALL
TAAAATTALL
TALAAATTALL
TAAMAATTAAN
TALAATTALL

391

CATATTGAAA
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGAAN
CATATTGAAA
CATATTGAAA
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGAAN
CATATTGAAA
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGAAR
CATATTGAAA
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGAAN
CATATTGAAA
CATATTGALL
CATATTGALL
CATATTGALL

ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACAMACTACS
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACAMACTACS
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACAMACTACS
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG
ACAMACTACS
ACARACTACG
ACARACTACG
ACARACTACG

ATTTAAAATC
ATTTALAATC
ATTTALAATC
ATTTAMAATC
ATTTAAAATC
ATTTAAAATC
ATTTALAATC
ATTTAXAATC
ATTTAMAATC
ATTTAAAATC
ATTTALAATC
ATTTALAATC
ATTTAXAATC
ATTTASAATC
ATTTAAAATC
ATTTALAATC
ATTTALAATC
ATTTAMAATC
ATTTAAAATC
ATTTALAATC
AATTALAATC
ATTTAXAATC

GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA
GTAACATTGA

AGAACGTGET
AGAACGTGGT
AGAACGTGGT
AGAARCGTGGOT
AGAACGTGGOT
AGAACGTGET
AGAACETGGT
AGAACETGGET
AGAARCGTGGOT
AGAACGTGGOT
AGAACGTGGT
AGAACGTGGT
AGAACETGGET
AGAARCGTGGOT
AGAACGTGET
AGAACGTGGT
AGAACGTGGT
AGAARCGTGGOT
AGAACGTGGOT
AGAACETGGET
AGAACGTGGT
AGAACETGGET

TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCECAACGETT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCECAACGETT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCOCAACGTT
TCGCAACGTT
TCECAACGETT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCOCAACGTT
TCGCAACGTT
TCECAACGETT
TCGCAACGTT
TCGCAACGTT
TCOCAACGTT
TCGCAACGTT

AASATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AAAATTTTAG
AASATTTTAG
AASATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AAAATTTTAG
AASATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AASATTTTAG
AALATTTTAG
AALATTTTAG
AAAATTTTAG
AASATTTTAG
AALATTTTAG
AABATTTTAG
AALATTTTAG

CAATTTAATT
CAATTTRAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTRAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTRAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTRAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTAATT
CAATTTRAATT

ACCGAAACAA
ACCGEAAACAA
ACCGAAACAA
ACCOAAAMCAR
ACCGAAACAA
ACCGAAACAA
ACCGAAACAA
ACCEAAACAR
ACCOAAAMCAR
ACCGAAACAA
ACCGEAAACAA
ACCGAAACAA
ACCEAAACAR
ACCOAAMCAA
ACCGAAACAA
ACCGEAAACAA
ACCGAAACAA
ACCOAAAMCAR
ACCGAAACAA
ACCEAAACAA
ACCGAAACAA
ACCEAAACAR

TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTETTAAAGA
TTGTTAALGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTETTAAAGA
TTGTTAALGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTETTAAAGA
TTGTTAALGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTETTAAAGA
TTGTTAALGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA
TTGTTAAAGA

TGTGGAATTG
TETGEAATTG
TETGGEAATTG
TGETGGEAATTG
TGTGGAATTG
TGTGGAATTG
TETGEAATTG
TETEGAATTG
TGETGGEAATTG
TGTGGAATTG
TETGEAATTG
TETGGEAATTG
TETEGAATTG
TGTGGAATTG
TGTGGAATTG
TETGEAATTG
TETGGEAATTG
TGETGGEAATTG
TGTGGAATTG
TETGEEAATTG
TGTGEAATTG
TETEGAATTG

AGATGGETATG
AGATGETATG
AGATGGETATG
AGATGETATS
AGATGGTATG
AGATGGETATG
AGATGETATG
AGATGGETATG
AGATGETATS
AGATGGTATG
AGATGGETATG
AGATGETATG
AGATGGETATG
AGATGETATS
AGATGGTATG
AGATGGETATG
AGATGETATG
AGATGGETATG
AGATGETATS
AGATGGTATG
AGATGGETATG
AGATGETATG

QCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
QCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GQCCAATACAG
QCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG
GCCAATACAG

TGEGEARGTTAG
TERAAGTTAG
TEEAAGTTAG
TEGAAGTTAG
TGEGEAAGTTAG
TGEGEARGTTAG
TERAAGTTAG
TEEAAGTTAG
TEGAAGTTAG
TGEGEAAGTTAG
TGEEARGTTAG
TERAAGTTAG
TEEAAGTTAG
TEGAAGTTAG
TGEGEAAGTTAG
TGEEARGTTAG
TERAAGTTAG
TEEAAGTTAG
TEGAAGTTAG
TGEGEAAGTTAG
TGEEARGTTAG
TERAAGTTAG

GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA
GAACAGCATA

ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGEATCA
ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGEATCA
ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA
ATTGGEATCA
ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA
ATTGGEATCA
ATTGGEATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA
ATTGGGATCA

TGAGATAGGEC
TGAGATAGSEC
TGAGATAGGC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TEAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGSEC
TGAGATAGGC
TEAGATAGGEC
TGAGATAGGC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGSEC
TGAGATAGGC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGEC
TGAGATAGGC
TEAGATAGGEC

TAGCGTCATT
TAQCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAQCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAQCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAQCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAGCGTCATT
TAQCGTCATT

ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCETTCCAR
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCETTCCAR
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCGTTCCAA
ATCETTCCAR

ATTCCAGGAA
ATTCCAGRAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGRAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGRAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGRAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGGAA
ATTCCAGRAA

AGAATGTATC
AGAATGETATC
AGAATGETATC
LGAATETATC
AGAATGTATC
AGAATGTATC
AGAATGETATC
AGAATETATC
LGAATETATC
AGAATGTATC
AGAATGETATC
AGAATGETATC
AGAATETATC
AGAATETATC
AGAATGTATC
AGAATGETATC
AGAATGETATC
LGAATETATC
AGAATGTATC
AGAATETATC
AGAATGETATC
AGAATETATC

TGACAGAARGA
TOCAGAAAGA
TACAGAAAGA
TECAGAAAGA
TGCAGAAAGA
TGACAGAARGA
TOCAGAAAGA
TACAGAAAGA
TECAGAAAGA
TGCAGAAAGA
TACAGAARGA
TOCAGAAAGA
TACAGAAAGA
TECAGAAAGA
TGCAGAAAGA
TACAGAARGA
TOCAGAAAGA
TACAGAAAGA
TECAGAAAGA
TGCAGAAAGA
TACAGAARGA
TOCAGAAAGA

TAAAAAAGAT
TAALLAAGAT
TAALAAAGAT
TAAMMAAGAT
TAAAAAAGAT
TAAAAAAGAT
TAAAAAAGAT
TAAALAAGAT
TAAMMAAGAT
TAAAAAAGAT
TAALLAAGAT
TAALAAAGAT
TAAALAAGAT
TAARMAAGAT
TAAAAAAGAT
TAALLAAGAT
TAALAAAGAT
TAAMMAAGAT
TAAAAAAGAT
TAAALAAGAT
TAAAAAAGAT
TAAALAAGAT

292
CCARAGLATA
CCARMGUATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARAGLATA
CCARMGUATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARLMGCATA
CCARMGUATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARLMGCATA
CCARMGUATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARMGCATA
CCARLMGCATA
CCARMGUATA

52@
TATAAAGCAR
TATALAGCAA
TATALAGCAR
TATALAGCAR
TATAAAGCAR
TATAAAGCAR
TATALRAGCAA
TATALAGCAR
TATALAGCAR
TATAAAGCAR
TATALAGCAA
TATALAGCAR
TATALAGCAR
TATALRAGCAR
TATAAAGCAR
TATALAGCAA
TATALAGCAR
TATALAGCAR
TATAAAGCAR
TATALAGCAR
TATALRAGCAA
TATALAGCAR



LIsC1
LISCS
PHMC2
PHMC2
LISCE
LISCT
LISCS
PHMCE
LPKC1
FHC4
PHICE
LISC2
LISCS
LPKCZ
LISC3
LPKC3
LISCS
LPKC4
PMCS
PHMCT
PHMC1
Consensus

LISC1
LISCS
PMC2
PMC32
LISCE
LISCT
LISCE
PMCE
LPKC1
PMC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC32
LPKC32
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

521

TCOCTALAGS
TCOCTAAAGA
TCOCTAARGA
TCOCTAASMGA
TCECTAALGA
TCGCTAAAGA
TCOCTALAGS
TCOCTAAAGA
TCOCTAARGA
TCOCTAASMGA
TCECTAALGA
TCGCTAAAGA
TCOCTALAGS
TCOCTAAAGA
TCOCTAARGA
TCOCTAASMGA
TCECTAALGA
TCGCTAAAGA
TCGCTAARGA
TCOCTAAAGA
TCOCTAARGA
TCOCTAASMGA

AASATTTCAT

ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTRAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT
ACTAAGTATT

CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA
CTTACAACTA

TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT
TCTGAAGACT

ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATEAAACAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATGAARACAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATOAARACAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATOAARACAGA
ATEAALCAGA
ATEAALCAGA
ATGAAACAGA
ATEAALCAGA

ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCARACA
ATATCARACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCARACA
ATATCARACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCARACA
ATATCARACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCAAACA
ATATCARACA
ATATCARACA

ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
AAGTCGTAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
AAGTCGTAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
ALGTCGTALC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
AAGTCGTAAC
ALGTCETAAC
ALGTCETAAC
AAGTCGTAAC
ALGTCETAAC

ACARATGGAT
ACAARATGEAT
ACARATGGEAT
ACALRATGGEAT
ACALATEEAT
ACARATGGEAT
ACARATGGAT
ACAARATGEAT
ACARATGGEAT
ACALRATGGEAT
ACALATEEAT
ACARATGGEAT
ACARATGGAT
ACAARATGEAT
ACARATGGEAT
ACALRATGGEAT
ACALATEEAT
ACARATGGEAT
ACARATGGEAT
ACAARATGEAT
ACARATGGEAT
ACALRATGGEAT

TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG
TATCCTCTAG

CALAATTGGEGE
CARAATTGGEE
CARAATTGGEG
CAMAATTGEG
CAMRAATTGEG
CAMAATTGEG
CALAATTGGEGE
CARAATTGGEE
CARAATTGGEG
CAMAATTGEG
CAMRAATTGEG
CAMAATTGEG
CALAATTGGEGE
CARAATTGGEE
CARAATTGGEG
CAMAATTGEG
CAMRAATTGEG
CAMAATTGEG
CAMAATTGEG
CARAATTGGEE
CARARGTGEG
CAMAATTGEG

ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTGAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGOGAT
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
AAAARAGTGAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
AAAARGOGAC
ALAAAGTEAC
ALAAAGTEAC
AAAAAGCGAC
ALAAAGTEAC

TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGEA
TACAAGATEA
TACAAGATEA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGEA
TACAAGATEA
TACAAGATEA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGEA
TACAAGATEA
TACAAGATEA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGA
TACAAGATGEA
TACAAGATEA

TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA
TTCACATCTA

TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT
TACCTTCGTT

TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGSTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGETTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG
TTAGGTTATG

CCACTTALALL
CCACTTAAAA
CCACTTAALA
CCACTTALLA
CCACTTALLL
CCACTTALLL
CCACTTALALL
CCACTTAAAA
CCACTTAALA
CCACTTALLA
CCACTTALLL
CCACTTALLL
CCACTTALALL
CCACTTAAAA
CCACTTAALA
CCACTTALLA
CCACTTALLL
CCACTTALLL
CCACTTALLL
CCACTTAAAA
CCACTTAALA
CCACTTALLA

TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT
TTGGTCCCAT

COOTTAAAAA
CCGTTAAAAA
CCOTTARARA
CCGTTAAARR
CCOTTAAAAR
CCGTTAARAR
COOTTAAAAA
CCGTTAAAAA
CCOTTARARA
CCGTTAAARR
CCOTTAAAAR
CCGTTAARAR
COOTTAAAAA
CCGTTAAAAA
CCOTTARARA
CCGTTAAARR
CCOTTAAAAR
CCGTTAARAR
CCOTTAAAAR
CCGTTAAAAA
CCGTTARARR
CCGTTAAARR

TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA
TAACTCTGAA

AATEGATGAA
AATGGATGAA
AATEGATGAA
AATEEATGEAA
AATEEATEAA
AATGEGATGEAA
AATEGATGAA
AATGGATGAA
AATEGATGAA
AATEEATGEAA
AATEEATEAA
AATGEGATGEAA
AATEGATGAA
AATGGATGAA
AATEGATGAA
AATEEATGEAA
AATEEATEAA
AATGEGATGEAA
AATGEGATEAA
AATGGATGAA
AATEGATGAA
AATEEATGEAA

GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTAALNC
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAC
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTALLAC
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTAAAAC
GAATTALLAT
GAATTALLAT
GAATTAAAAC
GAATTALLAT

TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG
TATTTAAGTG

AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AALLMAGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AASMAGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AASLMAGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AAARAGAATA
AALSLMGAATA
AALSLMGAATA
AASAPAGAATA
AALSLMGAATA

&5a
ATTTOGCARA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTOGCAAA
ATTTOGCARA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTOGCAAA
ATTTOGCARA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTOGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA
ATTTCGCAAA

Taa
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAARGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAARGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAARGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT
TAAAGGCTAT



LISC1
LIsCS

PMC3
LISCS
LISCT
LISCS

PMCE
LPKC1

PMC4

PMCE
LISCZ2
LISCS
LPKCZ
LISC3
LPKC3
LISCS
LPKC4

PMCS

PMCTF

PMC1

Consensus

LISC1
LISC4
PMC2
PMC3
LISCE
LISCT
LISCE
PMCB
LPKC1
PMC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC2
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

AAAGATGATG
AAAGATGATG

911

AMAAGAALLL
AARAGAAALS
AARAGRAALA
AALAGASAAL
ALLAGAAALL
AMAAGAALLL
AMAAGAALLL
AARAGAAALS
AARAGRAALA
AALAGASAAL
ALLAGAAALL
AMAAGAALLL
AARAGAAALL
AARAGRAALA
AALAGASAAL
ALAAGAAALL
ALLAGAAALL
AMAAGAALLL
AARAGAAALL
AARAGRAALA
AALAGASAAL
ALAAGAAALL

CAGTTATTGG
CAGTTATTGGE
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGE
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGGE
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGE
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG
CAGTTATTGG

AGATGEECARAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGECARL
AGATGEOCARL
AGATGEECARAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGECARL
AGATGEOCARL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGECARL
AGATGEOCARL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL
AGATGOCAAL

TAAAALGEEA
TAAAALMGEGEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAAMGGGEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA
TAAAAMGEEA
TAAAALGEEA
TAAAALGEEA

GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC
GATATTCAAC

CTCOAARRNC

CTCOAARRNC
CTCOAARRNC

TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA
TAACTATTGA

TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA
TTTACGATAA

TOCTAMAGTT
TGCTALRGTT
TGCTAARGTT
TECTAARGTT
TECTALAGTT
TOCTAMAGTT
TOCTAMAGTT
TGCTALRGTT
TGCTAARGTT
TECTAARGTT
TECTALAGTT
TOCTAMAGTT
TECTALRGTT
TGCTAARGTT
TECTAARGTT
TECTALAGTT
TECTALAGTT
TOCTAMAGTT
TECTALRGTT
TGCTAARGTT
TECTAARGTT
TECTALAGTT

LAMGCTCOCAA
LANMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LA ECTCCAA
LAAGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LA GCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
AANGCTCCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LA ECTCCAA
LAAGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LA ECTCOCAA
LAMGCTCOCAA
LAMGCTCOCAA

CAAAAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAARAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAMAAGAGTA
CAAMAGAGTA
CAAAAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAARAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAMAAGAGTA
CAAMAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAARAGAGTA
CAMMAGAGTA
CALAAGAGTA
CAMAAGAGTA
CAAMAGAGTA
CAMMAGAGTA
CAARAGAGTA
CAMMAGAGTA
CALAAGAGTA

CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG
CATGAAGATG

TTTATAACZAA
TTTATARCAA
TTTATARCAA
TTTATARCAL
TTTATAACAA
TTTATAACAA
TTTATAACZAA
TTTATARCAA
TTTATARCAA
TTTATARCAL
TTTATAACAA
TTTATAACAA
TTTATARCAA
TTTATARCAA
TTTATARCAL
TTTATAACAA
TTTATAACAA
TTTATAACAA
TTTATARCAA
TTTATARCAA
TTTATARCAL
TTTATAACAA

GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GCTATCGTGT
GQCTATCGTGT
GQCTATCGTGT

CATGAAMMAT
CATGAALMAT
CATGAAARAT
CATGAALRAT
CATGAALAAT
CATGAAMMAT
CATGAAMMAT
CATGAALMAT
CATGAAARAT
CATGAALRAT
CATGAALAAT
CATGAAMMAT
CATGAALAT
CATGAAARAT
CATGAALRAT
CATGAALAAT
CATGAALAAT
CATGAAMMAT
CATGAALAT
CATGAAARAT
CATGAALRAT
CATGAALAAT

CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCGTT
CACAATCATT
CACAATCGTT
CACAATCGTT

GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGECT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGECT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGLT
GATTATGGECT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGCT
GATTATGGLT

GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATALTA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACOGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATALTA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA
GACGATAATA

CAGETACTAC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGETACTGC
CAGETACTAC
CAGETACTAC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGETACTGC
CAGETACTAC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGETACTGC
CAGETACTAC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC
CAGGTACTGC

GQLAATACAAT
GLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GLAATACAAT
GLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQCAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GLAATACAAT
GLAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT
GCAATACAAT
GQLAATACAAT
GQLAATACAAT

TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT
TATCCACCCT

COCACATACA
CECACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA
COCACATACA

CAMACAGGTG
CAAACAGGTG
CALSACAGGTG
CALACAGGTG
CAAACAGGTG
CAAACAGGTG
CAMACAGGTG
CAAACAGGTG
CALSACAGGTG
CALACAGGTG
CAAACAGGTG
CAAACAGGTG
CAAMCAGGTG
CALSACAGGTG
CALACAGGTG
CAARACAGGTG
CAAACAGGTG
CAAACAGGTG
CAAMCAGGTG
CALSACAGGTG
CALACAGGTG
CAARACAGGTG

sla
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGRGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGRGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA
TTAATAGAGA

1048
AATTATTAGE
AATTATTAGC
AATTATTAGE
AATTATTAGE
AATTATTAGC
AATTATTAGT
AATTATTAGE
AATTATTAGC
AATTATTAGE
AATTATTAGE
AATTATTAGC
AATTATTAGT
AATTATTAGC
AATTATTAGE
AATTATTAGE
AATTATTAGC
AATTATTAGC
AATTATTAGT
AATTATTAGC
AATTATTAGE
AATTATTAGE
AATTATTAGC



LISC1
LISCE
PMC2
PMC3
LISCE
LISCT
LISCS
PMCE
LPEC1
FMC4
PMCE
LISCZ
LISCS
LPECZ
LISC2
LPECZ
LISCS
LPEC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

LISC1
LISCS
PMC2
PMC32
LISCE
LISCY
LISCE
PMCE
LPKC1
PMC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC3
LISCY
LPKC4
PMCS
PMCT
PMCL
Consensus

1a41

ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC
ACTTGETAAGC
LCTTGATAAGC

1171

TCAACTCALS
TCAACTCALS
TCAACTCAAA
TCAACTCALS
TCAACTCALS
TCAACTCAAA
TCAACTCALS
TCAACTCALY
TCAACTCALS
TCAACTCAAN
TCAACTCALS
TCAACTCALS
TCAACTCAAA
TCAACTCALS
TCAACTCALS
TCAACTCAAA
TCAACTCALS
TCAACTCALY
TCAACTCALS
TCAACTCAAN
TCAACTCALS
TCAACTCALS

ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT
ACACCTTCAT

AAATATTAAL
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTARC
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTARC
AAATATTAAC
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTAAL
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTAAL
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTARC
AAATATTAAC
ARATATTAAC
AAATATTAAC
AAATATTAAL
ARATATTAAC

ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA
ATGACGTCTA

AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT
AGCAATGATT

TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG
TCCATTTATG

GOGTTARATA
GOGTTAAATA
GEGTTARAATA
GOGTTARATA
GOGTTAAATA
GEGTTARAATA
GOGTTARATA
GOGTTARATA
GOEETTAAATA
GGGTTAAATA
GOGTTARATA
GOGTTAAATA
GEGTTARAATA
GOGTTARATA
GOGTTAAATA
GEGTTARAATA
GOGTTARATA
GOGTTARATA
GOEETTAAATA
GGGTTAAATA
GOGTTARATA
GOGTTAAATA

TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA
TATGGCATGA

ACAALRACATT
ACALMMCATT
ACAARACATT
ACAALACATT
ACALMMCATT
ACAARACATT
ACAALACATT
ACAALACATT
ACALAMCATT
ACAARACATT
ACAALRACATT
ACALMMCATT
ACAARACATT
ACAALRACATT
ACALMMCATT
ACAARACATT
ACAALACATT
ACAALACATT
ACALAMCATT
ACAARACATT
ACAALRACATT
ACALMMCATT

GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA
GTAACGAMGA
GTAACGALGA

AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATALA
AGACGATAAA
AGACGATALA
AGACGATALA

ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL
ATATAATARS
ATATAATAARL

ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA
ACAAGTTATA

TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG
TTAACCGAAG

AAATCGATGG
AAATCGATGGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATEGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATEGE
AAATCGATGG
AAATCGATGG
AAATCGATGGE

ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA
ATALARALGS
ATALMARALGA

TAALGETTGE
TAAAGETTEG
TAANGETTGG
TAALGETTGE
TAAAGETTEG
TAANGETTGG
TAALGETTGE
TAANGETTGE
TALAGETTEE
TAAAGGTTGG
TAALGETTGE
TAAAGETTEG
TAANGETTGG
TAALGETTGE
TAAAGETTEG
TAANGETTGG
TAALGETTGE
TAANGETTGE
TALAGETTEE
TAAAGGTTGG
TAALGETTGE
TAAAGETTEG

ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC
ACCTCTGCTC
ACCTCTGACTC

CARARAGATA
CAALLAAGATA
CAALAAGATA
CARALMAGATA
CAALLAAGATA
CAALAAGATA
CARALMAGATA
CARAMAGATA
CAALAAGATA
CAAAMAGATA
CARARAGATA
CAALLAAGATA
CAALAAGATA
CARARAGATA
CAALLAAGATA
CAALAAGATA
CARALMAGATA
CARAMAGATA
CAALAAGATA
CAAAMAGATA
CARARAGATA
CAALLAAGATA

ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC
ALCARGTTCC
SACARGTTCC

AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGEEEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGEEEE
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGG
AATCTTGGEGEE

AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT
AGATTACAAT
AGATTACALT

TGGTTACAAC
TEGTTACAAC
TGETTACAAC
TGGTTACAAC
TEGTTACAAC
TGETTACAAC
TGGTTACAAC
TaGTTACAAC
TEATTACAAC
TGGTTACAAC
TGGTTACAAC
TEGTTACAAC
TGETTACAAC
TGGTTACAAC
TEGTTACAAC
TGETTACAAC
TGGTTACAAC
TaGTTACAAC
TEATTACAAC
TGGTTACAAC
TGGTTACAAC
TEGTTACAAC

117a
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT
TTCACCAGET
TTCACCAGGT

13@a
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACARGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACARGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT
GTTACAAGAT



LISC1
LISCa
PMC2
PMC3
LISCH
LISCT
LISCS
PMCE
LPKCL
PMC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPECZ2
LISC3
LPKC2
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

LISC1
LISCA
PMC2
PMC32
LISCE
LISC?
LISCE
PMCE
LPKC1
PMCA
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC32
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

1321

ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGET
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGT
ATGAAGTGGET

1431

TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TEAAGATATA
TEAAGATATA
TEAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TEAAGATATA
TEAAGATATA
TEAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA
TGAAGATATA

ARATGETAAT
AAATGGTAAT
ARATGGTAAT
ARATGETAAT
ARLTEGETAAT
ARATGGETAAT
AAATGGTAAT
ARATGGTAAT
ARATGETAAT
ARLTEGETAAT
ARATGGETAAT
AAATGGTAAT
ARATEETAAT
ARATGETAAT
ARATGETAAT
ARATGGTAAT
AAATGGTAAT
ARATEETAAT
ARATGETAAT
AAATGGTAAT
ARATGGTAAT
ARATGETAAT

CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT
CCAAGTGATT

ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCOACTTAA
ATCOACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCOACTTAA
ATCOACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA
ATCGACTTAA

ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA
ATCCATTTTA

ALCAAGCAAT
ALMCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALACAAGCAAT
ALMCAAGCAAT
ALCAAGTAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALACAAGCAAT
AACAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
AACAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALMCAAGCAAT
ALCAAGCAAT
ALCAAGCAAT

TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL
TAATGCTCAL

AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA
AGAATCATCA

ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAMACA
ATTTCAMACA
ATTTCAMACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAMACA
ATTTCAMACA
ATTTCAMACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAAACA
ATTTCAMACA

GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAARCATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAARCATTT
GATAACATTT
GQATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATARCATTT
GATAACATTT
GQATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT
GATAACATTT

ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA
ALAATTTAGA

TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG
TCTTTGCTAG

TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TRAATGARATA
TRAATGARATA
TRAATGARATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TRAATGARATA
TRAATGARATA
TRAATGARATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TAATGAMATA
TRAATGARATA

AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGLACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGLACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGCACTC
AGTAGLACTC
AGTAGCACTC

TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG
TTATTAGCTG

GAATTAGECA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGECA
GAATTAGECA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGECA
GAATTAGECA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGECA
GAATTAGECA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGECA
GAATTAGECA
GAATTAGGCA
GAATTAGGCA
GAATTAGECA

ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGOTTA
ATTCAGGTTA

GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
OTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
OTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT
GTAAGAAATT

COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGET
COGACAAGGET
COGACAAGGET
COGACAAGET
COGACAAGET
COGACAAGET
COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGET
COGACAAGGET
COGACAAGGET
COGACAAGET
COGACAAGET
COGACAAGET
COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGAT
COGACAAGGET

TEAAAAAGGET
TEAAAAAGEC
TGAARARAGGEC
TEAAAAAGGET
TEAARRAGGEC
TEAARAAGGEC
TEAAAAAGEC
TGAARRAGGEC
TEAAAAAGGET
TEAARRAGGEC
TEAARAAGGEC
TGAAAAAGGC
TEAAARAGGEC
TEAAAAAGGET
TEAARRAGGEC
TGAARARAGGEC
TGAAAAAGGC
TEAAARAGGEC
TEAAAAAGGET
TEAAAAAGEC
TGAARARAGGEC
TEAAAAAGGET

GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GARATACTGA
GARATACTGA
GARATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GARATACTGA
GARATACTGA
GARATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA
GAAATACTGA

ATEALMAAANT
ATGAAAAANC
ATGALAAMALC
ATEALMAAANT
ATEALAAANT
ATGALAAALNC
ATGAAAAANC
ATGALAAANC
ATEALMAAANT
ATEALAAANT
ATGALAAALNC
ATGAAAAANC
ATEALAAALC
ATEALMAAANT
ATEALAAANT
ATGALAAMALC
ATGAAAAANC
ATEALAAALC
ATEALMAAANT
ATGAAAAANC
ATGALAAMALC
ATEALMAAANT

TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT
TTAACCCAGT

143@
TAGGTGTTGGE
TAGETGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGGE
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGE
TAGETGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGGE
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGE
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGGE
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGGE
TAGETGTTGG
TAGGTGTTGG
TAGGTGTTGGE

156@
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT
ACAGATCCTT



LISC1
LISC4
PMC2
PMC3
LISCE
LISCT
LISCS
PMCE
LPKC1
PMC4
PMCE
LISCZ2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKCZ2
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

LISC1
LISC4
PMC2
PHIC2
LISCE
LISCY
LISCS
PMCS
LPECL
PHC4
PMCS
LISC2
LISCS
LPKIC2
LISC3
LPKC3
LISCS
LPKC4
PHICS
PMCT
PHMC1
Consensus

1561

TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA
TCAATCTATA

1691

AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAMGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAMGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAMGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAMGTCGT
AACAAMGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAGTCGT
AACAAMGTCGT

GUGCATTAGA
GIGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUOQCATTAGA
GUGCATTAGA
GUGCATTAGA
GQUGQCATTAGA
GUGCATTAGA
GIGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUOQCATTAGA
GUGCATTAGA
GIGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUGCATTAGA
GUOQCATTAGA
GUGCATTAGA
GUGCATTAGA
GQUGQCATTAGA
GUGCATTAGA

AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAMACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAMACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAMACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAMACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA
AAATAAAACA

AAATAATGEGC
AAATAATGEGE
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGEGC
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGEGE
AAATAATGEGC
AAATAATGEGC
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGEGE
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGGC
AAATAATGEGC
AAATAATGEGC
AAATAATGGC
AAATAATGEGC

CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAALGAAG
CATAALGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAALGAAG
CATAALGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAALGAAG
CATAALGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAALGAAG
CATAALGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG
CATAAAGAAG

AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG
AATATTAACG

ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG
ATATTTATAG

CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT
CACCTCACTT

ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA
ATCTTATGCA

ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAT
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC
ATTAAAAGAC

AACTTAATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
AACTTAATTG
AACTTAATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
AACTTAATTG
AACTTAATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
AACTTAATTG
AACTTAATTG
AACTTRATTG
SACTTRATTG
SACTTRATTG
AACTTAATTG
AACTTAATTG
AACTTRATTG

ACGAAAAACS
ACGAAARACS
ACGAAAAACS
ACGAAAAATA
ACGAAAAACS
ACGAAAAACS
ACGAAAAACA
ACGAARAATCA
ACGAAAAATA
ACGAAARACS
ACGAAAAACS
ACGAAAAACA
ACGAAAAACS
ACGAAAAACS
ACGAAARACS
ACGAAAAACS
ACGAAAAATA
ACGAAAAACS
ACGAAAAACS
ACGAAAAACA
ACGAARAATCA
ACGAAAAATA

GCAAATCCGG
GCASATCCGO
GCAMATCIGE
GCASATCCGE
GCAAATCCGG
GCAAATCCGG
GCASATCCGO
GCAMATCIGE
GCASATCCGE
GCAAATCCGG
GCAMATCCGG
GCASATCCGO
GCAMATCIGE
GCASATCCGE
GCAAATCCGG
GCAMATCCGG
GCASATCIGE
GCAMATCIGE
GCASATCCGE
GCAAATCCGG
GCAMATCCGG
GCASATCIGE

AAGTTTGEEAA
AAGTTTOGAA
AGTTTEGAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGEEAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTOGAA
AAGTTTGEEAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGEEAA
AAGTTTOGAA
AAGTTTGEGEAA
AAGTTTGGAA
AAGTTTGGAA
AGTTTEEAA
AAGTTTGGAA
AGTTTGEEAA
GTTTGGAA

I=

Iz

I= 1=

)

TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA
TACTGCAGAA

GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAARTATT
GALAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAARTATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAAATATT
GAAAARTATT
GALAAATATT
GAAAAATATT

CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGEA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGEA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGEA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGEA
CTCAARATGA
CTCAARATGA
CTCAARATGA

ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAMAG
ATTTOCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTCCARAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTOCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAMAG
ATTTOCAAAG
ATTTCCAMAG
ATTTCCAAAG
ATTTCCARAG
ATTTCCAMAG

AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
ARCAAGGAGA
ARCAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
ARCAAGGAGA
ARCAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
ARCAAGGAGA
ARCAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
ARCAAGGAGA
ARCAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA
AACAAGGAGA

AAAATATCAA
AAAATATCAA
AAAATATCAA
LAAATATCAA
LSAAATATCAA
AAAATATCAA
SAAATATCAA
LAAAATATCAA
LAAATATCAA
AAAATATCAA
AAAATATCAA
SAAATATCAA
LSAAATATCAA
AAAATATCAA
AAAATATCAA
AAAATATCAA
LAAATATCAA
LSAAATATCAA
AAAATATCAA
SAAATATCAA
LAAAATATCAA
LAAATATCAA

AACTGGECAGA
AACTGECAGA
AACTGECAGA
LAACTGECAGA
AACTGECAGA
AACTGGECAGA
AACTGECAGA
AACTGECAGA
LAACTGECAGA
AACTGECAGA
AACTGGECAGA
AACTGECAGA
AACTGECAGA
LAACTGECAGA
AACTGECAGA
AACTGGECAGA
AACTGECAGA
AACTGECAGA
LAACTGECAGA
AACTGECAGA
AACTGGECAGA
AACTGECAGA

TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT
TCTATTAACT

CAAATTGEGT
CARATTGEGT
CAAATTGEET
CAAATTGEET
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT
CARATTGEGT
CAAATTGEET
CAAATTGEET
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT
CARATTGEGT
CAAATTGEET
CAAATTGEET
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT
CAAATTGEET
CAAATTGEET
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT
CAAATTGEGT

1598
GATGATATGC
GATGGETATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGATATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGGETATGC
GATGATATGC
GATGATATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGGETATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC
GATGATATGC
GATGGTATGC
GATGATATGC

182@
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GETTTATATC
GETTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GETTTATATC
GETTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GETTTATATC
GETTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GETTTATATC
GETTTATATC
GETTTATATC
GGTTTATATC
GGTTTATATC
GETTTATATC



LISC1
LISCS
PMC2
PMC32
LISCE
LISCY
LISCS
PMC3
LPKC1
PMC4
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC2
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

LISC1
LISC4S
PHIC2
PMC3
LISCE
LISCT
LISCS
PMCE
LPKC1
PHCa
PHMCE
LISC2
LISCS
LPKECZ
LISC2
LPKCZ
LISCS
LPKC4
PMCS
PMCT
PHMC1
Consensus

1821
ATATGATAAR
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAR
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAA
ATATGATAAR
ATATGATAAA
ATATGATAAA

1951
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA
AAATACGATA

GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCZAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCZAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCZAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA
GATAATCZAA
GATAATCCAA
GATAATCCAA

TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA
TAGATGAATA

ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT
ACATGATGAT

ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT
ACARAACAGT
ACAAAACAGT
ACARAACAGT

GECTATTARAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
QECTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GGCTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GGCTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTARAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
QECTATTAAT
GECTATTAAT
GECTATTAAT
GGCTATTAAT
GECTATTAAT

GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC
GAAGCAATCC

GTTALAGATG
GTTALAGATS
GTTALAGATG
GTTALAGATE
GTTAAAGATG
GTTALAGATG
GTTALAGATE
GTTAAAGATG
GTTALAGATS
GTTALAGATE
GTTAAAGATG
GTTALAGATS
GTTALAGATG
GTTALAGATG
GTTALAGATS
GTTALAGATG
GTTALAGATE
GTTAAAGATG
GTTALAGATG
GTTALAGATE
GTTAAAGATG
GTTALAGATS

GTAACGATGO
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGO
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE
GTAACGATGE

TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACALGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACALGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACALGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA
TACALGATAA
TACAAGATAA
TACAAGATAA

TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTECTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTECTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTECTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTECTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT
TTGCTTCACT

AGGEAATGECT
AGGEAATGECT
AGGAATGGCT
AGGEAATGGECT
AGGAATGEGCT
AGGAATGGCT
AGGEAATGGECT
AGGAATGGECT
AGGAATGECT
AGEAATGAECT
AGGAATGGECT
AGGAATGECT
AGGAATGGCT
AGGEAATGECT
AGGEAATGECT
AGGAATGGCT
AGGEAATGGECT
AGGAATGEGCT
AGGAATGGCT
AGGEAATGGECT
AGGAATGGECT
AGGAATGECT

GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT
GTTTTATTAT

AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACALATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACALATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACAATG
AGCTACALATG

CAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
CAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA
GAATTATTAA

CCARAATCTC
CCAMAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAAAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAAAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAAAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAMAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAAAATCTC
CCARAATCTC
CCARAATCTC
CCAAAATCTC
CCARAATCTC

TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAET
TAAGTGCTAT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAET
TAEAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAET
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAET
TAAGTGCTAT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTGT
TAAGTGCTAT
TAAGTGCTGT

AGGTAAAGTG
AGGTALAGTS
AGGTALAGTG
AGGTAAAGTG
AQGTAAAGTG
AGGTALAGTG
AGGTAAAGTG
AGGTAAAGTG
AGGTALAGTS
AGGTALAGTE
AGGTAAAGTG
AGGTALAGTS
AGGTALAGTG
AGGTAAAGTG
AGGTALAGTS
AGGTALAGTG
AGGTAAAGTG
AQGTAAAGTG
AGGTALAGTG
AGGTAAAGTG
AGGTAAAGTG
AGGTALAGTS

TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC
TACTTCTCCC

TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGEATGEAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC
TATGATGAGC

TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTARATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTARATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA
TTARATACAA
TTAAATACAA
TTAAATACAA

TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAA
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAA
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAA
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAA
TATATGAGAS
TATATGAGAS
TATATGAGAA
TATATGAGAS

TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT
TTTCTTCATT

1258
COGOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAR
COOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAA
COOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAR
COGTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAR
COGTAATAAR
COGOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAR
COOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAA
COOTAATAAR
COGTAATAAA
COGTAATAAR

2088
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT
TTCATTGTAT



LISC1
LISCS
PMC2
PMC3
LISCE
LISCT
LISCS
PMCE
LPKC1
PMC4
PMCE
LISC2Z
LISCS
LPKC2
LISCE
LPEC2
LISCS
LPKC4S
PMCS
PMCT
PMC1
Consensus

LISC1
LISCS
pMc2
pPMC32
LISCE
LISCT
LISCE
PMCE
LPKC1
PHCa
PMCE
LISC2
LISCS
LPKC2
LISC3
LPKC2
LISCS
LPKCS
PMCS
PMCT7
PMC1
Consensus

2831

GTTEAAAGTG
GTTGAAAGTG
GTTGAALGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAALAGTG
GTTEAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTGAALGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTEAAAGTG
GTTGAAAGTG
GTTEAALAGTG

2211

CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTOCTACAAC
CTOCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACA-C
CTGCTACA-C
CTGCTACA-C
CTOCTACA-C
CTOCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACA-C
CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTGCTACAAC
CTOCTACAAC
CTOCTACAAC
CTGCTACA-C
CTGCTACARC

ACACTGTAAC
ACACTGTAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACACTGTAAC
ACACTETAAC
ACACTGTAAC
ACATTGTAAC
ACACTETAAC

TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TTCCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTCTTCATCC
TTTCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTCCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TTTCTTCTCC
TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TT-CTTCTCC
TTGCATCS

TTTCTTCTCC
TT.CTTCTCC

GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT
GAGTCCATTT

TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA
TCTTTTTTTA

2243

GAC

=]

GA
GA
GA
GTAGC
GA
GA

GATTCTCCTC CGA

TOGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TOGATTTCTT
TOGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TEGATTTCTT
TOGATTTCTT
TEGATTTCTT
TOGATTTCTT

ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTALTT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTAATT
ATTTGTALTT

TCAGUGATAA
TCAGCGATAA
TCAGCGATAL
TCAGCGATAA
TCAGCGATAA
TCAGUGATAL
TCAGCGATAA
TCAGCGATAA
TCAGUGATAL
TCAGCGATAA
TCAGCGATAL
TCAGUGATAA
TCAGCGATAA
TCAGCGATAL
TCAGCGATAA
TCAGCGATAA
TCAGUGATAL
TCAGCGATAA
TCAGCGATAA
TCAGUGATAA
TCAGCGATAA
TCAGCGATAL

COTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT
CGTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT
CGTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT
COTACAATGET
COTACAATGT
COTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT
CGTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT
CGTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGET
COTACAATGT

ATTACCTGOG
ATTACCTGGE
ATTACCTGEE
ATTACCTGEG
ATTACCTGGG
ATTACCTGGG
ATTACCTGEG
ATTACCTGEG
ATTACCTGGG
ATTACCTGGE
ATTACCTGEEE
ATTACCTGOG
ATTACCTGGG
ATTACCTGEE
ATTACCTGEG
ATTACCTGGG
ATTACCTGGG
ATTACCTGEG
ATTACCTGEG
ATTACCTGOG
ATTACCTGEO
ATTACCTGEEE

TATACAGOTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGOTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT
TATACAGOTT
TATACAGGTT
TATACAGGTT

TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATARATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATARATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATARATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT
TAATAAATTT

AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC
AACGTTATTC

221a
ATTTGQTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGQTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGQTGTTC
ATTTGTGTTC
ATTTGTGTTC



Annexe D

Scripts pour la modélisation comparative



Fichiers utilisés pour la modélisation de la structure de la PLP2a de I'isolat LISC8 sur
la base de la structure expérimentale de la PLP2a code PDB: 1VQQ par le programme
MODELLER :

Le fichier de commande 'LISC8.ali’

=P1; LISCE

sequence:LISCE:::::::0.00: 0.00
MLTKDKEINNTIDAIEDKNFEKOQWYKDSSYISKSDNGEVEMTERPIKIVNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRYDAQYK
IKTNYGNIDRNVOFNFVEKEDGMWKL DWDHSVIIPGMOQKDOQSIHIENLKSERGKILDRNNVELANTGTAYEIGIVPKNY
SKKDYKAIAKEL SISEDYIKQOMDONWVODDTRVPLETVEKKMDEYL SDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGYY
GPINSEELKQKEYKGYKDDAVIGKKGLEKLYDKKLQHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDGEDIQL TIDAKVQE
SIYNNMENDYGSGTAIHPQTGELLALYSTPESYDVYPFMYGMSNEEYNKL TEDKKEPLLNKFQITTSPGSTQRILTAMI
GLNNETLDDETSYKIDGKGWOK DK SWGGYNYVTRYEVYNGNIDLKQATIESSDNIFFARVALEL GSKKFEKGMEKLGVGE
DIPSDYPFYNAQISNKNLDNEILLADSGYGQGEILINPVQILSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENT
MLLTDGMQQVVNKTHKEDIYRSYANL IGKSGTAELKMKQGE TGRQIGWF ISYDKDNPNMMMATINVKDVQDKGMASYNA
KISGKVYDELYENGNKKYDIDE®

Le fichier de commande 'align2d.py’

from modeller import *

eny = environ()
aln = alignment (env)
mdl =

model (env, file="1vQQ’, model_segment={'FIRST:A", LAST:A'))
aln. append_model(md1, align_codes="1vqq", atom_files="1vaq.pdb")
a]n.aqpend(f11e='L15cE.a11', align_codes="LISC8")

aln.align2d()

aln.write(file="LISC8-1vqq.ali’, alignment_format="PIR")
aln.write(file="LISCB-1vgQ. pap’, alignment_format="PAF")

Le fichier de commande 'model-single.py’

from modeller import *
from modeller.automodel import *
#from modeller import soap_protein_od

env = environ{)
a = automodel(env, alnfile="LISCE-1vqg.ali’,
knowns="1vQQ', sequence="LISC8',
assess_methods=(assess. DOPE,
#s0ap_protein_od. scorer (),
assess, GAI41))
a.starting_model = 1
a.ending_mode] =
a.make(?

3



Fichiers utilisés pour la modélisation de la structure de la PLP2a de 1'isolat PMC1 sur
la base de la structure expérimentale de la PLP2a code PDB: 1VQQ par le programme
MODELLER:

Le fichier de commande 'PMCl.ali’

=P1; PMC1

sequence:PmMCl::::::: 0.00: 0.00
MTERPIKIYNSLGVKDINIQDREKIKKVSKNEKRVDAQYKIKTNYGNIDRNVOFNFVEEDGMWEKL DWDHSVIIPGM
QKDQSIHIEKLKSERGKILDRNNVELANTGTAYEIGIVPKNYSKKDYKATAKEL STSEDYIKQOMDQKWVQDDTF
VPLKTVKKMDEYLSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGYWGPINSEELKQKEYKGYKDDAVIGKKGLEKL
YDKKLOHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDGKDIQL TIDAKVOKSIYNNMKNDYGSGTATHPQTGELLALY
STPSYDVYPFMYGMSNEEYNKLTEDKKEPLLNKFQITTSPGSTOQKIL TAMIGLNNKTLDDKTSYK I DGKGWQKDE
SWGEGYNVTRYEVVNGNIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSKKFEKGMKKLGVGEDIPSDYPFYNAQISNKNLDNE
ILLADSGYGQGEILINPYVQILSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINLL TDGMQQVVNKTHKED
IYRSYANLIGKSGTAELKMKQGETGRQIGWF ISYDKDNPNMMMATINVKDVQDKGMASYNAK I SGKVYDELYENGN
KKYDIDE®

Le fichier de commande 'align2d.py’

from modeller +import *

env = emviron()
aln = alignment {env)
mdl =

model (env, file="1vgq', model_segment={"FIRST:A", "LAST:A"))
aln. append_| mude1(md1 a11gn_cudes='lqu', atom_files="1voq.pdb")
aln. a ?pend(f11e— PMCl ali”, align_codes="PMC1")

aln.align2d()

aln.write(file="PMcl-1vgq.ali’, alignment_format="FIR')
aln.write(file="PMCl-1vQQ.pap’, alignment_format="FAF")

Le fichier de commande 'model-single.py’

trom model ler import *
from modeller.automodel import *
#from modeller import soap_protein_od

env = environ()
a = automodel(env, alnfile="PMC1-1vQQ.ali’,
knowns="1vQQ', sequence="PMC1l",
assess_methods=(assess. DOPE,
#s0ap_protein_od. scorer (),
assess.GAI41))
a.starting_model
a.ending_model =
a.make(%

5
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Introduction:-

Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major publlc
health problem causing both hospital and community associated
infections worldwide. Methicillin resistance is usually due to the mecA
gene that codes for a 78-kD a penicillin binding protein (PBP2a), with
decreased affinity to methicillin and all beta-lactam antibiotics. A total
of 65 S. aureus isolates were collected from a pediatric hospital and
clinical laboratories in Constantine, from December 2014 to
September 2015. All isolates were identified using matrix-assisted
laser desorption/ionisation time of flight mass spectrometry(MALDI-
TOF-MS). The phenotypic detection of methicillin-resistant was
investigated using the standard disk-diffusion method on Mueller—
Hinton agar. The isolates were tested with 16 antibiotics: Penicillin,
oxacillin, Cefoxitin, Ceftriaxone, Ciprofloxacin, Gentamicin,
Teicoplanin, Vancomycin, Erythromycin, Clindamycin,
Pristinamycin, Doxycycline, Fosfomycin, Linezolid, Rifampicin and
Trimethoprim-sulfamethoxazole. They were incubated at 37°C for 24
h. Results showed that 35.38% of isolates were methicillin-
resistantStaphylococcus aureus. According to the obtained results
from RT-PCR analysis of methicillin-resistant S. aureus (MRSA),
mecA gene was present in 86.95% of the resistant isolates. The results
of comparison between RT-PCR detection of mecA gene and standard
disk diffusion test showed high degree of correlation.

Copy Right, IJAR, 2016,. All rights reserved.

Staphylococcus aureus is recognized as one of the most important pathogens responsible for a variety of diseases in
both humans and animals worldwide [1,2, 3, 4]. Staphylococcus aureus was first identified in 1880 in Aberdeen,
Scotland [2, 5]. Until the treatment of patients with penicillin in 1940 [2, 5], the mortality rate caused byS. aureus
was 80%. In 1942, the first strains developed resistance to penicillin, due to p-lactamase production, were detected
in hospital [2]. The introduction of methicillin in 1959 was necessary to solve the problems of penicillinase-
producing S. aureus resistant to penicillin [6, 7]. Resistance to methicillin in S. aureus was identified for the first
time in UK in the early 1960 [2, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14], within 2 years after its introduction [6, 7, 12]
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Since then, the resistance rate of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) has gradually increased and become a
serious problem in both community and hospital infections worldwide in 1970 [12]. Until the mid-1990s, the
majority of MRSA isolates exhibited multiple resistance to several antimicrobial agents including tetracyclines,
aminoglycosides, macrolides, lincosamides and fluoroquinolones [5, 12, 15, 16].

Resistance to methicillin in S. aureus is primarily mediated by the production of penicillin binding protein (PBP 2a),
an additional penicillin-binding protein with low affinity for beta-lactam antibiotics, encoded by mecA gene [1, 5,
17] which is absent in methicillin susceptible strains. This gene is carried on the SCCmec element [13].

The detection of MRSA has become an important tool in clinical diagnosis for the management and treatment of
patients [6, 17]. Routine methods used in microbiology laboratories for identification of methicillin resistance in S.
aureus are based on antibiotic susceptibility disk diffusion agar and dilution [14, 17]. These methods detect only
phenotypic expression of methicillin resistance without the presence of the mecA gene [17]. Since phenotypic
methods are not discriminating enough and are highly dependent on growth conditions, the use of genetic approach,
such as DNA hybridization and PCR, is essential to stop the spread of S. aureus methicillin-resistant and to increase
the rapidity and accuracy of their identification and their antibiotics resistance patterns [6].

The aim of this study was therefore to show the prevalence and antibiotic susceptibility of S. aureus methicillin-
resistance isolated from the pediatric hospital and clinical laboratories in Constantine, Algeria, and to compare the
degree of correlation between the phenotypic detection of methicillin-resistance in S. aureus by standard disk
diffusion test with the genotypic detection of mecA gene by RT- PCR.

Material and Methods:-

Bacteria isolates:-

A total of 65 S. aureus strains were isolated from infected patients. The isolates were collected from the pediatric
hospital and clinical laboratories in Constantine (Algeria) from December 2014 to September 2015. The isolates
were first identified with standard bacteriological technique and biochemical tests using the API system 20E®
(biomérieux., Marcy I’Etoile, France).

Identification of S. Aureus:-

A confirmation of the staphylococcus aureus identification for all the isolates was performed by using matrix-
assisted laser desorption/ionisation time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). Colonies were deposited
directly on the MALDI-TOF target plate (Four spots per isolate) and were covered with 1.5 pL of matrix solution (2
points of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid + 500ml of acetonitrite HPLC + 475ml of distilled water + 25ml of tri-
fluoracetic-acid). Spots were analyzed using a Bruker Daltonics Microflex (Bremen, Germany). Peptidic spectra
were compared with the Bruker database using Biotyper software, version 2.0, and the identification score was
noted.

Antibiotic resistance Test:-

Antibiotic resistance of S. aureus isolates was tested using the standard disk-diffusion method on Mueller—Hinton
agar according to recommendations of the Antibiotic Committee of the French Society for Microbiology (CA-SFM)
[18]. The isolates were tested with sixteen antibiotics: Penicillin (10 pg), oxacillin (5 pg), Cefoxitin (30 pg),
Ceftriaxone (30 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Gentamicin (15 pg), Teicoplanin (30 pg), Vancomycin (30 pg),
Erythromycin (15 ng), Clindamycin (15 pg), Pristinamycin (15 pg), Doxycycline (30 pg), Fosfomycin (50 pg),
Linezolid (30 pg), Rifampicin (30 pg), Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 pg) and were incubated at 37°C for 24
h. Antibiotic disks were purchased from Bio-Rad (Marnes-la-Coquette, France).

DNA Extraction:-

For detection of mecA gene, all DNA samples were extracted with the DNeasy tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany)
using EZ1 Advanced instrument (Qiagen). One colony of each isolate was mixed with 200 pL of extraction buffer.
Extracted DNA was eluted in 200 L, analysed immediately after extraction and stored at -20°C.

Rt-Pcr:-

Amplification of the methicillin resistance gene mecA was performed using primers as previously described by
Strommenger et al. (2003) and Shahraz et al. (2011): forward primer (5'-AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-
3’) and reverse primer (5'-AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3'). Quantitative real-time PCR (CFX96, C1000
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Thermal Cycler, Bio-Rad) was carried out to detect the encoding gene (MecA). The PCR mixture was prepared for
each isolate (10pL of Mix Quantitec, 2 pL of Probe, 2 pL of H,0, 0.5 pL of each primer and 5 pL of DNA
extracted) in accordance with the manufacturer’s instructions . S. aureus ATCC 29213 was used as positive control.
The experimental run protocol used was as follows: denaturation program (95 °C for 15 min), amplification and
quantification programs repeated 35 times (95 °C for 30 s, 60 °C for 1 min).

Results:-

Identification of S. Aureus:-

Identification of S.aureus with standard bacteriological technique and biochemical tests using the API was
confirmed by the Bruker Daltonics MALDI-TOF.

Antibiotic susceptibility:-
In this study the specimens of S. aureus were mainly obtained from pus samples with a frequency of 81.53 %
followed by urine and semen samples with respectively 12.30 and 6.15 %.

The results of resistance rate of all the strains to antibiotics testing according to the French CASFM 2015 revealed
that the isolates were multidrug resistant. Higher resistance was observed to penicillin G (70.77% of the isolates),
followed by ceftriaxone (50.76%), erythromycin (46.15%), oxacillin and ciprofloxacin (24.61% each). However,
some isolates were resistant to glycopeptides (vancomycin 4.61% and teicoplanin 9.23%). The classification of
antibiotic resistance patterns of the isolated S. aureus into three groups of resistant, intermediate-resistance and
susceptible is given in Table 1. As shown in Table 1, 23 isolates were found to be methicillin-resistant (35.38%),
while the remaining (42) were 37 (56.92%) methicillin-susceptible and 5 (7.69%) intermediate resistant. The
percentage of MRSA was defined as the number of S. aureus isolates resistant to cefoxitine divided by the total
number of S. aureus isolates. The majority of the MRSA isolates showed resistance to penicillin G (86.95% of the
isolates), ceftriaxone (78.26%), oxacillin (65.21%) and erythromycin (56.52%). MSSA isolates were also resistant to
penicillin G (70.27%), erythromycin (45.64%) and ceftriaxone (40.54%). They were highly susceptible to
gentamicin (100%), oxacillin and vancomycin (97.3% each).

RT-PCR:-

Real-time PCR results showed that 21 out of 65 S. aureusisolates were positive for the MecA gene as shown in
figure 1. Comparison of the results of the MRSA pattern obtained from PCR with the standard disk-diffusion
methods is shown in Table 2. According to RT-PCR results, 20 of 23 MRSA strains, 0 of 5 intermediate and 1 of 37
methicillin-succeptible, carried a MecA gene.

Discussion:-
Methicillin-resistant S. aureusis an important human pathogen and is responsible for both hospital and community
associated infections worldwide. Its frequency in most African countries has not been reported [19].

Between 1996 and 1997, the prevalence of MRSA was determined in eight northern African countries and Malta, it
was relatively high in Nigeria, Kenya, and Cameroon (21 to 30%) and below 10% in Tunisia, Malta and Algeria
[19]. In 2001, the resistance rate increased to 14% in Algeria [9]. Prospective, multicentre study was conducted
between 2003 and 2004 with participation of nine university hospitals in the Mediterranean area, and the percentage
of S. aureus strains resistant to methicillin (MRSA) was 35.5% in Algeria [20].

In our study, among 65 S .aureus isolates 23 were MRSA (35.38%). These results showed a high similarity with
results obtained by previous studies in Algeria.

Resistance of MRSA to other antibiotics has also been reported. In this study, we found that 8.69% of isolates were
resistant to vancomycin, while in related studies; all MRSA strains isolated from clinical samples were susceptible
to vancomycin (100%) [17, 19]. Shahraz et al. (2012) reported that 26.6% of S. aureus strains isolated from
packaged hamburger were resistant to vancomycin.

According to our study, MRSA were resistant to erythromycin (56.52%) and gentamycin (34.78%), Ramdani-

Bouguessa et al. 2005 reported that 25% and 7% of PVL-positive MRSA strains isolated from Mustapha Pacha
hospital in Algeria and Ouchenane et al. 2010 reported that 25% and 6.25% of MRSA strains isolated from

952



ISSN: 2320-5407 Int. J. Adv. Res. 5(5), 950-955

Didouche Mourad hospital in Algeria, were resistant to erythromycin and gentamicin, respectively. Comparison
between these results showed a high resistance to erythromycin and gentamycin in our isolates.

In recent years, several studies have demonstrated the high capacity of molecular methods such as Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), RT-PCR and PCR-based methods to increase the rapidity and accuracy of resistance testing
[1, 6, 14, 15, 16, 21, 22].

In our study, molecular detection of mecA gene as a specific target of MRSA genes was performed for all 65 S.
aureus isolates. As shown in Table 2, we have compared the results of standard disk-diffusion, as a phenotypic
method, with real-time PCR, as a genotypic method. Overall, we found high correlation between these two methods.
This correlation has been demonstrated previously in other studies [6, 14, 15, 17].

The present study indicate that among 23 strains, 3 were resistant to methicillin and 5 of 65 have intermediate-
resistance according to standard disk-diffusion method but they are susceptible according to PCR method. Two of
39 strains were methicillin-susceptible according to standard disk-diffusion method but are resistant according to
PCR method. In accordance with this study and previous reports, strains that are phenotypically resistant to
methicillin but are not carried a mecA gene seemed to show poor expression of mecA gene or production of
methicillinase or B-lactamase hyper-production [12, 16]. Borderline resistance in mecA-negative strains has been
hypothesized, in previous studies, to result from modification of normal PBP genes [8, 23]. Kumar et al., 2010,
indicated that mecA gene is present, but is not amplified because the amplification site is not available enough or is
not expressed or expressed at low level due to growth conditions or might be limitations in detection in
microbiological methods.

Similarly, strains could exhibit intermediate-resistance of methicillin due to overexpression of a b-lactamase when
mecA is absent [24]. Intermediate resistance levels could be due also to mutations in the endogenous mecA gene [6].

In conclusion, the high prevalence of MRSA in Algerian hospitals, as our results showed, is necessary that rapid
identification of methicillin-resistance and genotypic detection of mecA gene will have a major impact on the
treatment of infectious diseases and to reduce the emergence of drug resistance. Although microbiological
susceptibility testing are still widely used in clinical microbiology laboratories for analysis of phenotypic resistance
of MRSA, molecular detection of mecA gene with RT-PCR is highly rapid, sensitive and specific. Moreover, all the
studies reported to date indicate a high correlation between methicillin-resistance and the presence of the mecA gene.
In this study, comparison between phenotypic detection of methicillin-resistance in S. aureus by standard disk
diffusion test and genotypic detection of mecA gene by RT- PCR method showed a high degree of correlation.

Tablel: Antibiotic resistance of S. aureus strains isolated from infected patients (n=65).

Antibiotic tested Nomber of resistant No. of intermediate- No. of susceptible
strains resistance strains(%) strains(%)
Penicillin 46 (70.77%) - 19 (29.23%)
Oxacillin 16 (24.61%) - 49 (75.38%)
Cefoxitine 23 (35.38%) 5 (7.69%) 37 (56.92%)
Ceftriaxone 33 (50.76%) 22 (33.84%) 10 (15.38%)
Ciprofloxacin 16 (24.61%) - 49 (75.38%)
Gentamicin 8 (12.30%) - 57 (87.69%)
Teicoplanin 6 (9.23%) - 59 (90.76%)
Vancomycin 3 (4.61%) - 62 (95.38%)
Erythromycin 30 (46.15%) - 35 (53.84%)
Clindamycin 6 (9.23%) - 59 (90.76%)
Pristinamycin 3 (4.61%) - 62 (95.38%)
Doxycycline 11 (16.92%) 2 (3.07%) 52 (80%)
Fosfomycin 5 (7.69%) - 60 (92.30%)
Linezolid 3 (4.61%) - 62 (95.38%)
Rifampicin 9 (13.84%) 4 (6.15%) 52 (80%)
Trimethoprim- 9 (13.84%) 1 (1.53%) 55 (84.61%)
sulfamethoxazole
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Table 2:- Comparison of the results of meticillin-resistant S. aureus (MRSA) pattern obtained from RT-PCR and
standard disk-diffusion methods for isolated strains from infected patients (n=65).

Method Methicillin-resistance
No. of resistant No. of intermediate- No. of susceptible
strains (%) resistant strains (%) strains (%)
Standard disk-diffusion 23 (35.38%) 5 (7.69%) 37 (56.92%)
RT-PCR 20 (95.23%) - 1 (4.76%)
MecA
8. _’
Pos.
MecA
QP e S A 0 S s o et S I o TR " Nee

Figure 1:-Representative results obtained in real-time polymerase chain reaction assay for mecA gene. The
amplicon curves, representing positive amplification and negative control (flat line). Pos., positive amplification;
neg., negative amplification.
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Résumé

Le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) constitue un probléme
majeur de la santé publique, causant a la fois des infections nosocomiales et
communautaires dans le monde entier. La résistance a la méticilline est due généralement au
gene mecA qui code pour une protéine de liaison a la pénicilline (PLP2a) additionnelle, de

faible affinité pour la méticilline et tous les antibiotiques béta-lactamines.

La premiere partie de notre thése, consiste a identifier 65 isolats de S. aureus,
collectées a partir de différent prélévements pathologiques a Constantine, par MALDI-TOF
MS. Nos résultats ont montré une grande fiabilité et rapidité de 1'identification de S. aureus
par la technique protéomique MALDI-TOF MS par rapport aux techniques phénotypiques et
génotypiques (séquengage de I’ADNTr 16S).

La résistance a la méticilline de ces souches a été détectée par la méthode de diffusion
du disque de céfoxitine en milieu gélos¢ de Mueller-Hinton, accompagnée par la recherche
du géne mecA par RT-PCR. La comparaison entre ces deux méthodes a révélé un degré

¢élevé de corrélation.

La deuxieme partie de notre these, consiste a la prédiction des structures secondaire et
tertiaire de la PLP2a in sillico par I'utilisation d’outils bioinformatiques approprié¢s. La
connaissance de la structure 3D de la PLP2a nous a permis de mieux comprendre sa fonction

ainsi que le mécanisme de résistance de SARM a la méticilline.

L’alignement de nos structures tertiaires de la PLP2a des isolats LISC8 et PMC1
générées par MODELLER montre une mutation de type substitution dans les positions 124

et 182 ou l'asparagine "N" est substituée en lysine "K".

Mots clés : SARM, MALDI-TOF MS, mecA, PLP2a, structure 3D.



Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major public health
problem, causing both nosocomial and community-acquired infections worldwide.
Methicillin resistance is generally due to the mecA gene which encodes an additional
penicillin binding protein (PBP2a) with low affinity for methicillin and all beta-lactam

antibiotics.

The first part of our thesis, consists in identifying 65 isolates of S. aureus, collected
from different pathological samples in Constantine, by MALDI-TOF MS. Our results
showed a high reliability and rapid identification of S. aureus by proteomics technology
MALDI-TOF MS compared to phenotypic and genotypic techniques (sequencing of the 16S
rDNA).

Resistance to methicillin in these strains was detected by the cefoxitin disk diffusion
method in Mueller-Hinton agar, accompanied by the search for the mecA gene by RT-PCR.

The comparison between these two methods revealed a high degree of correlation.

The second part of our thesis, consists of the prediction of the secondary and tertiary
structures of PBP2a in sillico by the use of appropriate bioinformatics tools. The knowledge
of the 3D structure of PBP2a has allowed us to better understand its function as well as the

resistance mechanism of MRSA to methicillin.

Alignment of our tertiary structures of PLP2a of LISC8 and PMCI1 isolates generated
by MODELLER shows a mutation in positions 124 and 182 where asparagine "N" is
substituted by lysine "K".

Key words : MRSA, MALDI-TOF MS, mecA, PBP2a, 3D structure.
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Résumé

Le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) constitue un probléme
majeur de la santé publique, causant a la fois des infections nosocomiales et communautaires
dans le monde entier. La résistance a la méticilline est due généralement au gene mecA qui
code pour une protéine de liaison a la pénicilline (PLP2a) additionnelle, de faible affinité pour

la méticilline et tous les antibiotiques béta-lactamines.

La premiere partie de notre theése, consiste a identifier 65 isolats de S. aureus, collectées
a partir de différent prélévements pathologiques a Constantine, par MALDI-TOF MS. Nos
résultats ont montré une grande fiabilité et rapidité¢ de l'identification de S. aureus par la
technique protéomique MALDI-TOF MS par rapport aux techniques phénotypiques et
génotypiques (séquengage de I’ADNTr 16S).

La résistance a la méticilline de ces souches a été¢ détectée par la méthode de diffusion
du disque de céfoxitine en milieu gélos¢ de Mueller-Hinton, accompagnée par la recherche du
gene mecA par RT-PCR. La comparaison entre ces deux méthodes a révélé un degré €levé de

corrélation.

La deuxiéme partie de notre these, consiste a la prédiction des structures secondaire et
tertiaire de la PLP2a in sillico par I’utilisation d’outils bioinformatiques approprié¢s. La
connaissance de la structure 3D de la PLP2a nous a permis de mieux comprendre sa fonction

ainsi que le mécanisme de résistance de SARM a la méticilline.

L’alignement de nos structures tertiaires de la PLP2a des isolats LISC8 et PMCI
générées par MODELLER montre une mutation de type substitution dans les positions 124 et

182 ou l'asparagine "N" est substituée en lysine "K".

Mots clés: SARM, MALDI-TOF MS, mecA, PLP2a, structure 3D.
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