
Article Not peer-reviewed version

Exploring Virulence Factors and

Antifungal Susceptibility in Sporothrix

Isolates: A Comparative Study between

Feline and Human Hosts

Blenda Fernandes , Rachel Basques Caligiorne , Thais Almeida Marques da Silva ,

Maiara Miranda Campolina , Emanoelle Rodrigues Rutren La Santrer , Iara Furtado Santiago ,

Claudia Barbosa Assunçao , Keterlly Silva Mota de Souza , Aline Dias Valerio , Sonia Maria de Figueiredo ,

Susana Johann *

Posted Date: 17 May 2024

doi: 10.20944/preprints202405.1151.v1

Keywords: Sporothrix; sporothricosis; virulence profile; antifungal susceptibility; species identification.

Preprints.org is a free multidiscipline platform providing preprint service that

is dedicated to making early versions of research outputs permanently

available and citable. Preprints posted at Preprints.org appear in Web of

Science, Crossref, Google Scholar, Scilit, Europe PMC.

Copyright: This is an open access article distributed under the Creative Commons

Attribution License which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any

medium, provided the original work is properly cited.

https://sciprofiles.com/profile/3577881
https://sciprofiles.com/profile/524864
https://sciprofiles.com/profile/740666
https://sciprofiles.com/profile/531520


 

Article 

Exploring Virulence Factors and Antifungal 

Susceptibility in Sporothrix Isolates: A Comparative 

Study between Feline and Human Hosts 

Blenda Fernandes 1, Rachel Basques Caligiorne 1†, Thais Almeida Marques da Silva 1,   

Maiara Miranda Campolina 1, Emanoelle Rodrigues Rutren La Santrer 1, Iara Furtado Santiago 2, 

Claudia Barbosa Assunção 1, Keterlly Silva Mota de Souza 2, Aline Dias Valério 2,   

Sônia Maria de Figueiredo 3 and Susana Johann 2*† 

1  Post‐graduate Program in Medicine and Biomedicine, Faculdade Santa Casa de Belo Horizonte, MG, 

Brazil. 
2  Microbiology Department, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais, MG, 

Brazil. 
3  Post‐graduate Program in Health and Nutrition, Nutritional School, Universidade Federal de Ouro Preto, 

MG, Brazil. 

*  Correspondence: author: Susana Johann e‐mail: sjohann@icb.ufmg.br 
†  both authors had the same contribution to the article 

Abstract: Sporotrichosis’ clinical manifestations, lesions in the cutaneous or subcutaneous tissues, 

it is caused by dimorphic fungi of  the Sporothrix complex,  is a cosmopolitan mycosis  that affects 

humans and animals. This study aimed to identify prevalent species in Minas Gerais, Brazil, and 

characterize  virulence  profiles  and  antifungal  susceptibility  associated with  Sporothrix  isolates. 

Isolates were  identified using macro  and micro‐morphological  traits  as well molecular  biology 

techniques. Antifungal susceptibility was determined using the Minimal Inhibitory Concentration 

test, while, virulence factors such as growth at different temperatures, biofilm formation, melanin 

production, and urease activity were assessed. Our findings revealed S. brasiliensis as a predominant 

species isolated. Urease activity was a crucial factor associated with growth at 50°C in S. brasiliensis 

isolates,  highlighting  their  high  thermotolerance.  Furthermore,  strains  isolated  from  humans 

produced a more robust biofilm compare to those from felines. Strains of S. brasiliensis isolated from 

Felis catus exhibited faster melanin production, decreased susceptible to antifungal agents tested, 

and  superior  growth  capacity  at  50°C  to  strains  isolated  from  humans.  Therefore,  our  study 

highlights  the  prevalence  of  S.  brasiliensis  causing  sporotrichosis  in  both  human  and  felines. 

However,  it underscores  the circulation of different strains, with varying  levels of virulence and 

susceptibility to antifungal agents. 

Keywords:  Sporothrix;  sporothricosis;  virulence  profile;  antifungal  susceptibility;  species 

identification 

 

1. Introduction 

Sporothrix spp. is a thermodimorphic, saprophytic fungus, which can contaminate humans and 

animals, causing sporotrichosis [1,2]. Infection occurs via traumatic inoculation by the bite or scratch 

of contaminated animals, mostly  felines, or  through  inoculation of  the  fungus  from contaminated 

organic material, such as soil, thorns, or wood [3,4]. It is well known that even healthy house cats can 

transmit Sporothrix spp., by scratching due to the habit of burying waste and sharpening their nails 

in potentially contaminated organic matter [5,6]. 

The most clinically  relevant  species of  the genus Sporothrix are S.  schenckii, S. globosa, and S. 

brasiliensis [7,8]. Among them, S. brasiliensis is considered the most virulent; and is responsible for the 
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highest number of case reports in Brazil, and represents a zoonotic transmission disease [8–11]. The 

clinical  manifestations  of  sporotrichosis  are  characterized  by  the  appearance  of  lesions  in  the 

cutaneous  or  subcutaneous  tissues  [4,12]  and  are  classified  as  cutaneous‐localized,  cutaneous‐

lymphatic, disseminated, and extracutaneous forms [13–15]. The clinical form of sporotrichosis and 

severity of the symptoms are directly related to the individual’s immune status, microbial load, depth 

of the affected tissue, and virulence factors of the inoculated strain [13–18]. 

This study aimed to collect, identify, and characterize clinical isolates of Sporothrix spp., from 

humans and cats, from the metropolitan region of Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. The virulence 

factors, such as melanization capacity, thermotolerance, urease production, and biofilm  formation 

were evaluated among these isolates of Sporothrix spp. Also, the susceptibility to  itraconazole and 

amphotericin  B, which  are  the main  antifungals  used  in  the  treatment  of  sporotrichosis, were 

evaluated  among  these  isolates.  Finally,  the  results  between  human  and  felines  isolates  were 

compared to assess whether there are any differences between these isolates. 

2. Materials and Methods 

2.1. Ethics 

This research was approved by the Human Research Ethics Committee of Santa Casa de Belo 

Horizonte Hospital, Minas Gerais, Brazil, under CAAE no 55549216.2.0000.5138, and by the Animal 

Research  Ethics  Committee  of  the  Federal University  of Minas Gerais,  Brazil,  under  CEUA  no 

189/2021. 

2.2. Sporothrix Strains 

To compose  the group of human  isolates, twenty‐seven Sporothrix spp. strains were obtained 

from patients with sporotrichosis, treated at the Santa Casa Hospital of Belo Horizonte, Brazil. To 

compose the group of feline isolates, twenty‐one Sporothrix strains were isolated from domestic cats 

with sporotrichosis, attended in veterinary clinics of the Ribeirão das Neves city, which belongs to 

the metropolitan  region of Belo Horizonte, MG, Brazil. Additionally,  a  control S.  schenckii  strain 

(ATCC 32286) was also included in this study. 

2.3. Macro and Micro‐Morphological Identification 

For macro‐morphological identification, clinical samples (swab, lesion scraping, or biopsy) were 

cultured at 27°C in a Sabouraud Agar culture medium containing 0.05% chloramphenicol, for 7 to 20 

days. Colony morphology  of  all  the  isolates was  studied  on  PDA  at  27°C.  For  the  transition  of 

mycelial to yeast phase, the cultures were inoculated on to brain heart infusion agar incubated at 35 

°C  for up  to  21 days. Macroscopic  identification was performed  according  to  the morphological 

characteristics  of  the  culture. Microculture  slides were  prepared  using  the Hidell method  from 

isolated cultures for microscopic identification [19]. After 21 days of growth, the slides were stained 

with  Lactophenol  dye  (Methyl  blue,  phenol  crystals  and  lactic  acid)  and  then microscopically 

identified according to their conidiation type [19]. 

2.4. Molecular Identification 

DNA was extracted from the cultures through the following steps: Cell lysis, using a buffer of 

Tris‐HCl (0.5M), EDTA (0.005M), NaCl (0.1M), and SDS (1%); protein precipitation using chloroform 

isoamyl alcohol (24:1); DNA precipitation using sodium acetate (3M) and DNA hydration using Tris‐

EDTA buffer (0.001 M). The extracted DNA was subjected to the PCR reaction, using specific primers 

to  Sporothrix  genus:  Forward  (5′‐TCACAACTCCCAACCCTTGC‐3′)  and  Reverse  (5′‐

GGGAGAACATGCGTTCGGTA‐3′), developed by Fernandes and collaborators [20]. The following 

volumes were used  for  the PCR  reactions: 0.3μL of H2O; 1.0  μL of Buffer  (10x); 0.5μL of Primer 

Forward (10 mM); 0.5μL of Primer Reverse (10 mM); 0.3μL Mgcl2 (50 mM); 0.2μL dNTP (10 mM); 

0.2μL Taq (1U) and 1.0μL DNA. The temperature standard used in the run was: Denaturation 95ºC/30 
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seconds,  annealing  60ºC/30sec,  extension  72ºC/30sec  and,  40  cycles  were  performed.  After 

confirmation of  the genus  in  the  first PCR  reaction,  another PCR  reaction was performed using 

specific primers to the calmodulin’ gene [21] followed by the sequencing to species identification. The 

following volumes were used for this PCR reaction: 0.3μL of H2O, 1.0μL of Buffer (10x), 0.5μL of 

Primer Forward (10 mM), 0.5μL of Primer Reverse (10 mM), 0.3μL Mgcl2 (50 mM), 0.2μL dNTP (10 

mM), 0.2μL Taq (1U) and 1.0μL DNA. The temperature standard used in the run was: denaturation 

95ºC/30sec, annealing 60ºC/30sec, extension 72ºC/30 sec. Forty cycles were performed. All 1% agarose 

gel  electrophorese  procedures were  conducted  at  220W  for  20 minutes.  The  amplicon  obtained 

through the PCR reaction was sequenced using specific kits for sequencing and the obtained results 

were deposited in Gene Bank and analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

2.5. Antifungal Susceptibility 

A plate microdilution test was performed, based on the methodology described by Clinical and 

Laboratory Standards  Institute  (CLSI)  [22]. The antifungals  investigated were  itraconazole  in  the 

interval range from 16 to 0.03 μg/mL and amphotericin B in the interval range from 8 to 0.015 μg/mL. 

For the experiments, the antifungals were diluted in dimethylsulfoxide (DMSO). The culture medium 

used in the experiment was RPMI plus 0.165 mol/L MOPS (3‐[N‐morpholino] propanesulfonic acid). 

All chemicals were purchased from Sigma‐Aldrich, Brazil, and used without further purification. The 

isolates  were  previously  cultured  for  seven  days  at  37°C  on  potato  and  dextrose  agar  (PDA) 

(Himedia, India). Approximately 5 mL of saline solution (85%) were added to the plate containing 

the isolate, gently homogenizing the solution over the isolate so that some fungal cells were detached. 

The saline solution containing the cells was transferred to a sterile test tube, and the inoculum was 

then standardized at 530 nm using a Shimadzu UV VIS spectrophotometer, Model UV 1800, and read 

between 80 to 82% transmittance. The inhibition of Sporothrix sp. growth was considered for the well 

that  presented  80%  growth  inhibition  caused  by  itraconazole,  and  100%  inhibition  induced  by 

amphotericin B.   

2.6. Fungi Thermotolerance   

The Sporothrix  isolates were cultured  in BHI broth  (Sigma‐Aldrich��Brazil)  for seven days at 

37°C  and  under  constant  agitation  using  a  mechanical  shaker.  After  growth,  the  yeasts  were 

centrifuged at 14000 rpm for 5 minutes and washed in 0.9% saline. Then, a fungal suspension in saline 

of 1x10⁶ cells/mL was prepared  in a Neubauer chamber. Ten microliters of fungal cell suspension 

were inoculated into Petri dishes containing Sabouraud Dextrose Agar and incubated at 27, 37, 41, 

and  at  50  °C  for  seven days. The  results were visually  evaluated,  analyzing  the degree of yeast 

growth, and classified as follows: (‐) no growth, (+) low growth, (++) moderate growth and (+++) high 

growth. The conditions and parameters of this experiment were standardized by our laboratory. 

2.7. Melanin Production 

The conditions and parameters of this experiment were standardized by our laboratory. In this 

way, ten microliters of the Sporothrix´ cell suspension were inoculated into Petri dishes containing 

Sabouraud Dextrose Agar  and  incubated  at  27°C  for  14 days. The  evaluation of  the  results was 

performed visually, analyzing the degree of darkening of the isolate and classified as follows: (‐) no 

melanin  production,  (+)  low melanin  production,  (++) moderate melanin  production,  (+++)  high 

melanin production. 

2.8. Urease Production   

The conditions and parameters of this experiment were standardized by our laboratory. For this 

assay, 100 μL of the yeast suspension were  inoculated  into 1 mL of Christensen’s urea broth  (BD, 

USA) and incubated at 37 °C, for 14 days. The results were visually evaluated, based on the intensity 

of  the pink color generated  in  the medium,  that  is directly proportional  to  the amount of urease 
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produced  by  each  isolate,  and  classified  as  follows:  (‐)  no  urease  production,  (+)  low  urease 

production, (++) moderate urease production, (+++) high urease production.   

2.9. Biofilm Formation 

The Sporothrix´ isolates were cultured in BHI broth for seven days at 37 °C, with constant shaking 

at 100 rpm. The yeasts were centrifuged at 14000 rpm  for 5 minutes and washed with phosphate 

buffer saline (PBS) [137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4]. A 

Sporothrix´ cell suspension in PBS was adjusted to 1x10⁷ cells/mL in a Neubauer chamber. In 96‐well 

microplates, 100 μL of the fungal suspension was added in RPMI and incubated at 37 °C in a shaker 

at 75 rpm for 90 minutes, during which the initial cell adhesion stage occurs. After this period, the 

supernatant was removed, and each well was washed twice with 200 μL of PBS solution. Then, 200 

μL of RPMI  (Sigma‐Aldrich, Brazil) were added  to  the wells, and  the plate was  incubated under 

agitation at 37 °C for 48h; the culture medium was changed every 24h. To evaluate the total biofilm 

biomass, Crystal Violet was used, which stains viable and non‐viable cells and the matrix, based on 

the methodology described by Pierce et al., 2008 [23].   

2.10. Statistical Analysis 

Data evaluation was performed using the software Excel (2015) and Stata‐SE, version 17.0. To 

present the results, tables and/or graphs were created. For quantitative variables, measures of central 

tendency  and  dispersion were  obtained.  For  categorical  variables,  frequencies  and  percentages 

related to each category were calculated. Quantitative variables were assessed for Normality using 

the Shapiro‐Wilk test. Variables with Normal distribution were compared by Student’s t‐test, and for 

those  not  Normal,  the Mann‐Whitney  test  was  used.  For  categorical  variables,  in  which  were 

evaluated the difference between proportions, the chi‐square test, Fisher’s exact test or Monte Carlo 

Simulation were used, each one following the assumptions necessary for its use. In all statistical tests, 

a significance level of 5% was considered, thus those associations whose p‐value was less than 0.05 

were considered statistically significant. 

2.11. Phylogenetic Tree 

Nucleotide‐BLAST  searches  comparing  the  isolates  sequenced  in  this  study with  published 

Sporothrix  calmodulin‐related  sequences  available  in NCBI GenBank were performed on BLAST, 

available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21097/.   

The sequences were selected and obtained in FASTA format. The sequences were sent to MAFFT 

version 7 [24], a multiple sequence alignment software (MSA). The overall confidence score of the 

MSA was checked with Guidance2 version 2.02 [25], to improve the quality of chosen samples and 

identify unreliable alignment regions due to the high uncertainty associated with multiple sequence 

alignment,  the overall  score of  the MSA was 0.99. Despite  the difference  in  size, no  editing was 

performed. The multiple sequence alignment corresponded to 49 taxa, with 904 sites, 28.66% of gaps, 

and  67.59%  invariant  sites.  A  reference  tree  was  inferred  on  RAxML‐NG  version  1.1.0  [26],  a 

phylogenetic  inference  software  based  on Maximum‐Likelihood  (ML). We  conducted  a heuristic 

search for the ML tree to select the best‐scoring topology. Following that, a non‐parametric bootstrap 

analysis was performed. The MRE‐based bootstrapping test was performed after every 50 replicates, 

the test was terminated once convergence occurred, bootstrapping converged after 450 replicates. To 

finalize, we  conducted  a  support  check with  the  trees  generated  by  the  heuristic  search  for  the 

Maximum  likelihood  of  the  best‐scoring  topology  and  conducted  a  bootstrap  analysis using  the 

Transfer  Bootstrap  Expectation  support  metric  in  RAXML‐NG.  The  phylogenetic  tree  and 

annotations were constructed on interactive tree of life, iTol version 6 [27]. 
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3. Results 

3.1. Macro and Micro‐Morphological Identification 

In  relation  to macro  and micro‐morphological  aspects,  all  cultures  obtained  from  biological 

samples were suggestive of Sporothrix sp. with filamentous at 27°C, whitish coloration in the first 

days of growth, and some cultures turned brown to black at the end of 21 days. It was also observed 

that all strains showed dimorphism capacity when cultivated at 37° (Figure 1).   

The cultures were also submitted to microscopic analysis after the microculture was performed, 

and in all isolates, it was possible to observe septate, branched, delicate hyaline hyphae, and conidia 

arranged in terminal clusters, resembling daisies, characteristic aspects of genus Sporothrix (Figure 

2). 

 

Figure 1. Photograph of Petri dishes containing cultures of fungi isolated from 3 human biological 

samples  included  in  the present  study,  grown  on  Sabouraud  agar  at  27°C,  showing  filamentous 

cultures  characteristic of  the Sporothrix  complex,  (Strain number), and appearance after 7 days of 

cultivation. All isolates presented dimorphism and melanization capacity after 15 days of cultivation. 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 17 May 2024                   doi:10.20944/preprints202405.1151.v1

https://doi.org/10.20944/preprints202405.1151.v1


  6 

 

 

Figure  2. Optical microscopy  image  of  isolates  suggestive  of  Sporothrix  spp.,  displaying  septate, 

branched, delicate hyaline hyphae and conidia arranged in terminal clusters, reminiscent of daisies. 

Magnification: 1000X. 

3.2. Molecular Identification 

According  to  the results of  the PCR reaction using gender‐specific primers, was observed an 

amplification of a 450 base pair fragment for all isolates, both from humans and F. catus, as well as in 

the  sample of  S.  schenkii  (ATCC  32286) used  as positive  control. There was no negative  control 

amplification,  thus confirming  that all  isolated samples belong  to  the genus Sporothrix. After  the 

results of this PCR reaction, fifteen human and nine F. catus isolates were chosen by sampling to be 

sequenced, using primers from the Calmodulin gene, CL1 and CL2A.   

3.3. Antifungal Susceptibility 

Regarding  the  evaluation  of  susceptibility  of  amphotericin  B  against  isolates  de  Sporothrix 

tested, we observed that for the majority of human isolates (37,04%), the MIC was 0.25 μg/mL. For 

cat isolates, we observed that the majority (90.48%) were sensitive at a concentration of 1.0 μg/mL of 

amphotericin B. As for itraconazole, the majority of human isolates (81.48%) and all cat isolates tested 

were sensitive at a concentration of 0.5 μg/mL. A comparison of MIC values revealed that human 

isolates were more susceptible to antifungal agents compared to feline isolates. A higher proportion 

of  susceptible human  isolates were  observed  at  lower dosages  of  antifungals, whereas  a greater 

proportion of susceptible feline isolates were observed at higher dosages of antifungals. However, 

this difference was only statistically significant in the evaluation of amphotericin B (p < 0.05). In the 

evaluation involving itraconazole, the statistical test did not show significance (p = 0.115; Table 1). 

Table  1. Antifungal  susceptibility,  Thermotolerance,  Production  of melanin,  urease  and  biofilm 

between human and felines isolates. 

 

Humans 

(n=27) 

Felines 

(n=21)   

n (%)  n (%) 

   Antifungal susceptibility ‐ Minimum inhibitory concentration (MIC)   

Amphotericin B     

0.000a* 

  0.125 μg/mL  3 (11.11)  0 (0.00) 

  0.25 μg/mL  10 (37.04)  0 (0.00) 

  0.5 μg/mL  8 (29.63)  2 (9.52) 

  1.0 μg/mL  6 (22.22)  19 (90.48) 

Itraconazole     

0.115a 
  0.125 μg/mL  1 (3.70)  0 (0.00) 

  0.25 μg/mL  4 (14.81)  0 (0.00) 

  0.5 μg/Ml  22 (81.48)  21 (100.0) 

Thermotolerance 

41°C     

0.000a*   +  13 (50.00)  0 (0.00) 

  ++  13 (50.00)  13 (61.90) 
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  +++  0 (0.00)  8 (38.10) 

45°C     

0.000b*   +  17 (80.95)  6 (28.57) 

  ++  4 (19.05)  15 (71.43) 

50°C     
‐‐‐ 

  +  11 (100.0)  15 (100.0) 

Melanin production 

  +  10 (37.4)  6 (28.57) 

0.651b   ++  7 (25.93)  8 (38.10) 

  +++  10 (37.04)  7 (33.33) 

Urease production 

  +  6 (22.22)  5 (23.81) 

0.765b   ++  9 (33.33)  5 (23.81) 

  +++  12 (44.44)  11 (52.38) 

Biofilm production 

  +  8 (29.63)  9 (42.86) 

0.081b   ++  7 (25.93)  9 (42.86) 

  +++  12 (44.44)  3 (14.29) 
aMonte Carlo Simulation, bChi‐squared *Significant p values. 

3.4. Thermotolerance   

It was possible  to observe high growth  (+++)  in all  isolates, both  from humans and  feline, at 

temperature up to 37°C. At a temperature of 41°C, a high growth (+++) of 38.10 % was observed of 

the felines isolates and no growth was observed for the human isolates. Low growth (+) was observed 

in 50% of  the human  isolates versus no  low growth  (+)  in  the  felines  isolates,  these  results were 

significant (p<0.05). When growth at 45°C was evaluated, a high growth (+++) was not observed for 

either human or felines isolates. Nevertheless, it was possible to observe an intermediate growth (++) 

of 71.43% of  the  felines  isolates and 19.05% of  the human  isolates. A  low growth  (+)  in 80.95% of 

human  isolates compared to 28.57% of felines  isolates,  these results were also significant (p<0.05). 

Surprisingly at 50°C, there was neither high (+++) nor intermediate (++) growth, only low growth (+) 

for both types of isolates, 11 of 27 (40.7%) in human isolates and 15 of 21 (71.4%) in felines isolates. 

3.5. Melanin Production 

In this study, it was observed that all isolates, whether from humans or felines, could produce 

melanin. The human isolates exhibited slightly higher melanin production (37.04% highly melanin‐

producing)  compare  to  the  feline  isolates  (33.33%  highly  melanin‐producing),  although  this 

difference  was  statistical  significance  (p=0,651)  (Table  1). Most  feline  isolates  displayed  higher 

melanization levels during the initial days of growth, whereas melanization in the human isolates 

only was observed only after the fifth day of cultivation.   

3.6. Urease Production 

It was  observed  that  all  isolates  from  both  humans  and  felines  could  produce  urease.  The 

isolated samples from felines were slightly higher urease producers (52.38% highly urease producers) 

than samples isolated from humans (44, 44% highly urease‐producing). But this comparison was not 

significant (p=0.765), statistically these proportions were similar (Table 1).   

3.7. Biofilm Production   

It was observed that all isolates from humans and cats were capable of producing biofilm. A 

higher proportion of human  isolates (44.4%) exhibited high biofilm production (+++) compared to 

feline isolates (14.29%); however, this difference was not statistically significant (p=0.081) (Table 1).   
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Regarding  the analysis of biofilm production measured by absorbance readings  (OD),  it was 

observed that human isolates had a higher median value (median: 0.891) compared to feline isolates 

(median:  0.841).  However,  this  difference  was  not  statistically  significant.  The  average  biofilm 

formation readings of isolates from felines were lower than the overall average biofilm formation in 

human isolates (Figures 3 and 4).   

Isolate 433 exhibited  the highest biofilm production among  the human  isolates, with an OD 

reading exceeding 1.7 nm. This isolate showed a statistically significant difference (p < 0.05) compared 

to 51% of the other isolates in the statistical analysis (Figure 4). Similarly, the G25 isolate displayed 

the highest biofilm production among the feline isolates, with an OD reading exceeding 1.4 nm. This 

isolate also showed a statistically significant difference (p < 0.05) compared to 86% of the other isolates 

in the statistical analysis (Figure 4). 

 

Figure 3. Biofilm production between human and felines isolates Mann‐whitney test; p‐value = 0,148; 

without statistical significance. 

a)  

b)  

Figure 4. a) Biofilm production capacity of  the human  isolates of Sporothrix brasiliensis; b) Biofilm 

production capacity of the Felis catus isolates of S. brasiliensis. 

3.8. Phylogenetic Tree 

Phylogenetic tree was constructed to illustrate the groupings of the samples of this study with 

published  Sporothrix´  calmodulin‐related  sequences  available  in  NCBI  GenBank.  The  analysis 
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revealed no distinct separation between groups of human and cat isolates, showing that there is a 

flow of strains between humans and cats (Figure 5). 

 

Figure 5. Phylogenetic tree was constructed to illustrate the groupings of the samples of this study 

with published Sporothrix´ calmodulin‐related sequences available in NCBI GenBank. 

4. Discussion 

The PCR  technique, using  specific primers  for  the genus Sporothrix  [1,20], confirmed  that all 

isolates in this study belonged to the Sporothrix genus. Subsequently, sequencing of a sample using 

Calmodulin gene primers demonstrated that all isolates belonged to the species Sporothrix brasiliensis. 

The  finding  that  both  human  and  cat  samples  belonged  to  the  same  species  without  distinct 

groupings between  them suggests a disease associated with zoonotic  transmission. This  indicates 

that the  increase  in human sporotrichosis cases may be  linked to domestic contact with felines, as 

suggested by Gremião et al., 2017 [28]. Furthermore, these results suggest that S. brasiliensis  is the 

predominant species in Belo Horizonte and its metropolitan region, supporting data showing it as 

the most reported species in Brazil [10,11,29,30]. 

In general, a greater antifungal susceptibility was observed in human isolates compared to feline 

isolates. Although a defined resistance cutoff for antifungals targeting the genus Sporothrix has not 

been established by the CLSI, some authors propose cutoff values of 4.0 μg/mL for amphotericin B 

and 2.0 μg/mL for itraconazole [31,32].This outcome may be related to the fact that treatment for most 

of these animals was discontinued by their respective owners before the recommended period for 

complete  disease  remission,  according  to  a  report  from  employees  of  the Municipal  Kennel  of 

Ribeirão  das  Neves,  where  the  samples  were  collected.  This  challenge  of  maintaining  proper 

adherence to treatment in felines has also been noted by other authors such as Gremião et al., 2015; 

Lloret et al., 2013 [5,33]. 

All  strains  included  in  this  study  demonstrated  the  ability  to  grow  at  mammalian  body 

temperature, indicating their potential as pathogens for mammals [34–36]. An important finding in 

this study was the high temperature tolerance observed among the isolates, with 98% of them capable 

of growth at elevated temperatures. Specifically, 87.5% of the isolates grew at 45°C, and 54.1% of the 

isolates exhibited growth at 50°C. This high thermal tolerance suggests adaptability to mammalian 

hosts and underscores the pathogenic potential of these isolates. Which would allow fungus survival 

in regions with high temperatures, for example, in Rio de Janeiro, which was one of the first states to 

become an endemic region for sporotrichosis [5]. In recent years, Rio de Janeiro gauged temperatures 

above 40°C, according to the National Institute of Meteorology (Inmet). These results contrast with 

findings from other studies, such as one from India where isolates were able to grow at temperatures 
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of 30°C and 37°C but not at 40°C [37]. In another study from Venezuela, the isolates grew up to 42°C 

[38]. This suggests that the strains isolated in the present study, from the metropolitan area of Belo 

Horizonte,  exhibit  a  high  degree  of  thermotolerance.  A  higher  thermotolerance  capacity  was 

observed  in  feline  isolates compared  to human samples. One hypothesis  for  this result  is  that the 

animals included in the study may have had the disseminated or extracutaneous form of the disease. 

According to Almeida‐Paes et al., 2015 [16], isolates capable of growing at higher temperatures are 

more associated with these clinical manifestations of the disease. This suggests a potential correlation 

between thermotolerance and disease severity or clinical presentation. 

All isolates were able to produce melanin; however, it was possible to observe that the felines 

samples  started  the melanization process  in  the  first days of growth. On  the other hand, human 

samples remained whitish  in  the  first days and presented melanization only after the  fifth day of 

cultivation. This result may be explained because the cats included in the study had extensive lesions 

throughout the body, and melanin gives the fungus a greater ability of tissue invasion in the host 

[39]. It is known that the virulence of the fungus provided by melanin is associated with resistance to 

antifungal agents [40–42]. However, in the present study, an increase in resistance to antifungals was 

not observed in the isolates that produced more melanin than the other isolates. It was also expected 

that  the  isolates  that  presented  higher melanin  production would  grow  at  higher  temperatures 

[39,43]. However, this correlation was not observed in this study. One hypothesis for this result is 

that melanization and other factors may influence these isolates to grow at higher temperatures.   

Urease  production  is  linked  to  the  fungus’s  ability  to  alkalize  the  pH  of  its  surrounding 

environment, which can aid in its survival within host cells and contribute to the transition from a 

saprophytic to a parasitic phase [44]. 

In the present study, all isolates demonstrated the ability to produce urease, with the majority 

being high producers of the enzyme. Interestingly, feline isolates exhibited higher urease production 

compared  to  human  isolates, with  52%  of  feline  isolates  classified  as  highly  urease‐productive, 

whereas only 45% of human  isolates showed high urease production  levels. This elevated urease 

production  in  feline  isolates may contribute  to  the extensive dissemination of  lesions observed  in 

these  animals. According  to Mobley,  Island,  and Hausinger  (1995)  [45],  urease  facilitates  fungal 

penetration into host cells and tissues, thereby promoting the spread of infection. The higher urease 

production  in  feline  isolates suggests a potential  link between urease activity and  the severity or 

dissemination of sporotrichosis in cats, highlighting urease as a virulence factor that may contribute 

to the pathogenesis of the disease in this host species. 

The finding of higher urease production in strains isolated from felines compared to those from 

humans is a unique observation not previously documented in the literature. Additionally, it was 

noted that among the highly urease‐producing human isolates, 16.6% exhibited the ability to grow at 

50°C. The discovery that 81% of highly urease‐producing feline isolates were capable of growing at 

50°C  is a significant and novel  finding. To date, no other studies  in the  literature have reported a 

correlation between urease production capacity and thermotolerance in Sporothrix isolates. 

In the present study, all strains, whether from humans or felines, demonstrated the ability to 

produce biofilm. However, interestingly, the average biofilm formation readings of the feline isolates 

were lower than the overall average of biofilm formation in human isolates. This specific observation 

regarding biofilm formation differences between feline and human isolates is novel and has not been 

previously reported in the literature. Other studies have investigated the biofilm formation capacity 

of Sporothrix spp. using human isolates [50,55,56]. Biofilm formation is associated with the ability of 

microbial  communities  to  protect  cell  viability  [46–49].  The  mechanism  behind  this  protection 

involves the complex architecture of biofilms and increased expression of drug efflux pumps, which 

contribute  to  resistance  against  antimicrobial  agents  and  host  immune  factors  [48,50,51]. 

Additionally, biofilms enable microbial communities to adhere to both biotic and abiotic surfaces [52–

54]. 

Based on the grouping of sequences from the isolates in this study compared with sequences 

from a database,  it was observed  that  there was no distinct separation between  the  isolates  from 

humans and cats. This  finding  reinforces  the notion of a high  flux of strains between  felines and 
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humans (see Figure 2). This data confirms what has been demonstrated in other studies, indicating 

that the transmission of Sporothrix sp., particularly S. brasiliensis, within cities is indeed a zoonotic 

issue [6,8,14,18,20,28–33]. Therefore, it is crucial to take precautions to prevent increasing outbreaks 

that may result from poor management of urban hygiene and quality of life for citizens. 

5. Conclusions 

In  conclusion,  S.  brasiliensis  is  the  predominant  species  in  the metropolitan  region  of  Belo 

Horizonte, found in both feline and human isolates, and urease production was identified as a crucial 

factor  related  to  the growth of S.  brasiliensis  isolates  at  50°C. When  comparing  the  isolates of S. 

brasiliensis  (humans  vs.  felines), we  observed  that  feline  isolates  exhibit  higher  urease  enzyme 

production,  greater  thermotolerance,  and more  resistance  to  tested  antifungal  agents. However, 

human  isolates produce a more robust biofilm  than feline  isolates. Therefore, we observed  in  this 

study that S. brasiliensis isolates demonstrate distinct virulence behaviors depending on the host from 

which they were isolated, which may be related to various factors, such as the host’s immune system. 

Further investigation is needed to elucidate the specific mechanisms underlying host adaptation and 

virulence variability  in Sporothrix, which can  inform targeted approaches for disease management 

and control. 
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