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Figure S1. frxA PCR products electrophoresis gel; +: frxA positive sample; NC ‐ Negative control 

 

 

 

 
 

Figure S2. 16s rRNA PCR products electrophoresis gel; +: 16s rRNA positive samples confirmed by 

sequencing ; NC ‐ Negative control 

   



 
 

Figure S3. Results of the basic alignment research tool for sequenced sample 1, 16s rRNA gene. 

 

 
 

Figure S4. Results of the basic alignment research tool for sequenced sample 2, 16s rRNA gene. 

 

 



 
 

Figure S5. CARD analysis of PCR‐positive samples for 16s rRNA gene, sample 1. 

 

 

 
 

Figure S6. CARD analysis of PCR‐positive samples for 16s rRNA gene, sample 2. 

 



 
 

Figure S7. Results of the basic alignment research tool for sequenced sample, frxA 

 

 

 
 

Figure S8. CARD analysis of the frxA mutation gene positive sample sequence. 

 



 
Figure S9. Resistance gene identifier analysis of the frxA mutation gene positive sample sequence 

   



 
 

Figure S10. Phylogenetic  tree  based  on  comparison  of  16S  rRNA  gene  sequences. 

The evolutionary history was inferred using the Neighbor‐Joining method [1]. The bootstrap consensus tree 

inferred  from 1000  replicates  [2]  is  taken  to  represent  the evolutionary history of  the  taxa analyzed  [2]. 

Branches corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed. The 

percentage of  replicate  trees  in which  the  associated  taxa  clustered  together  in  the bootstrap  test  (1000 

replicates)  are  shown  next  to  the  branches  [2].  The  evolutionary  distances were  computed  using  the 

Maximum Composite Likelihood method [3] and are in the units of the number of base substitutions per 

site. This analysis  involved 8 nucleotide  sequences which were aligned using ClustalW. All ambiguous 

positions were  removed  for  each  sequence  pair  (pairwise  deletion  option).  There were  a  total  of  1503 

positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11 [4]. 

Following the hyphen, the sample type from which the corresponding H. pylori strain was isolated is shown. 
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Figure S11. Phylogenetic  tree  based  on  comparison  of  frxA  gene  sequences. 

The evolutionary history was inferred using the Neighbor‐Joining method [1]. The bootstrap consensus tree 

inferred  from 1000  replicates  [2]  is  taken  to  represent  the evolutionary history of  the  taxa analyzed  [2]. 

Branches corresponding to partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed. The 

percentage of  replicate  trees  in which  the  associated  taxa  clustered  together  in  the bootstrap  test  (1000 

replicates)  are  shown  next  to  the  branches  [2].  The  evolutionary  distances were  computed  using  the 

Maximum Composite Likelihood method [3] and are in the units of the number of base substitutions per 

site. This analysis  involved 10 nucleotide sequences which were aligned using ClustalW. All ambiguous 

positions were removed for each sequence pair (pairwise deletion option). There were a total of 735 positions 

in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11 [4].  

All reference strain sequences included, originated from H. pylori strains isolated from human gastric biopsy 

samples which showed metronidazole resistance with minimum inhibitory concentrations ranging from 16 

to  256 mg/l. Following  the hyphen,  it  is  indicated what mutations were present  in  the  reference  strain 

sequences. 
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Table S1. Primer sequences used for detection of Helicobacter pylori(‐like organisms) and thermocycling 

conditions in previous research 

From: Cortez Nunes, F.; Letra Mateus, T.; Taillieu, E.; Teixeira, S.; Carolino, N.; Rema, A.; De Bruyckere, S.; 

Gärtner, F.; Haesebrouck, F.; Amorim, I. Molecular detection of Helicobacter spp. and Fusobacterium 

gastrosuis in pigs and wild boars and its association with gastric histopathological alterations. Vet Res 2022, 

53, 78, doi:10.1186/s13567‐022‐01101‐5. 

Primer  Sequence 
Target 

gene 

Amplicon 

size 

Thermal cycle conditions 
Helicobacter 

strain  used 

as  positive 

control 

Result  of 

samples 

included  in 

current 

study 

Nr. 

Cycles 

Temp. 

(ºC) 
Time 

BFHpyl_F1 
AAA gAg CgT ggT TTT CAT 

ggC g 
ureAB  217 bp  45 

94 

59 

72 

30 sec 

30 sec 

1 min 

26695 

Positive 

BFHpyl_R1 
ggg TTT TAC CgC CAC CgA 

ATT TAA 

Hpy3F 
TTATCGGTAAAGACACC

AGAAA  glmM  144  45 

94 

54 

72 

30 sec 

30 sec 

30 sec 

SS1 

Negative 

Hpy3R  ATCACAGCGCATGTCTTC 


