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AÇÃO ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LANTERNA ULTRAVIOLETA E 
RIBOFLAVINA CONTRA MICRORGANISMOS PATOGÊNICOS DA CÓRNEA 

CANINA 

RESUMO –  Este estudo propôs avaliar a atividade antimicrobiana em isolados bacterianos 
clínicos provenientes de cães com ceratites ulcerativas, empregando a lanterna ultravioleta a 
365nm, valor comparável ao utilizado no PACK-CXL. Amostras de Staphylococcus 
pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Streptococcus canis 
foram coletadas de casos de ceratite ulcerativa canina. Soluções de riboflavina nas 
concentrações de 0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,4% e 0,8% em Mueller-Hinton Broth (MHB) 
foram preparadas, inoculadas e expostas à luz ultravioleta (365 nm) a uma distância de 3 cm 
por 15 e 30 minutos. O efeito antimicrobiano foi avaliado pelo método de curva de morte 
microbiana (time-kill curve). Os dados foram transformados em logaritmo, e a normalidade e 
homogeneidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A 
análise estatística incluiu o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn corrigido pelo 
método de Bonferroni. Os resultados mostraram que S. pseudintermedius não apresentou 
crescimento nas concentrações de 0,4% e 0,2% em 32 horas e nas concentrações de 0,05% 
e 0,4% em 64 horas com exposição à luz UVA. Reduções significativas foram observadas nas 
concentrações de 0,4%, 0,2% e 0,1%, começando 8 horas após a exposição. Para S. canis, 
reduções significativas foram observadas na concentração de 0,4% após 32 horas (15UVA) e 
16 horas (30UVA), mas essas reduções foram insuficientes para inibir o crescimento 
bacteriano. K. pneumoniae apresentou crescimento reduzido na concentração de riboflavina 
de 0,2%. P. aeruginosa não apresentou resposta às concentrações testadas. A análise 
comparativa entre 15UVA e 30UVA não mostrou diferença estatisticamente significativa entre 
as quatro cepas bacterianas testadas (p > 0,05). Conclui-se que a combinação de riboflavina 
com radiação UVA apresenta um efeito antimicrobiano significativo contra S. 
pseudintermedius, variando conforme a concentração e o tempo de exposição. Em 
contrapartida, P. aeruginosa demonstrou resistência ao tratamento em todas as condições 
testadas. Já os efeitos sobre K. pneumoniae e S. canis mostraram-se variáveis, indicando 
uma resposta limitada, dependente da concentração e do tempo de exposição.  

Palavras-chave: cão, ceratite ulcerativa, ceratomalácia, "crosslinking" 
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTION OF ULTRAVIOLET LANTERN AND 
RIBOFLAVIN AGAINST PATHOGENIC MICROORGANISMS OF CANINE 

CORNEA 

ABSTRACT – This study aimed to evaluate the antimicrobial activity in clinical bacterial 
isolates from dogs with ulcerative keratitis, using ultraviolet light at 365 nm, a value comparable 
to that used in PACK-CXL. Samples of Staphylococcus pseudintermedius, Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, and Streptococcus canis were collected from cases of 
canine ulcerative keratitis. Riboflavin solutions at concentrations of 0.025%, 0.05%, 0.1%, 
0.2%, 0.4%, and 0.8% in Mueller-Hinton Broth (MHB) were prepared, inoculated, and exposed 
to ultraviolet light (365 nm) at a distance of 3 cm for 15 and 30 minutes. The antimicrobial effect 
was evaluated using the time-kill curve method. The data were log-transformed, and normality 
and homogeneity were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. 
Statistical analysis included the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test corrected using 
the Bonferroni method. The results showed that S. pseudintermedius exhibited no growth at 
concentrations of 0.4% and 0.2% after 32 hours, and at 0.05% and 0.4% after 64 hours of UVA 
exposure. Significant reductions were observed at concentrations of 0.4%, 0.2%, and 0.1%, 
starting 8 hours after exposure. For S. canis, significant reductions were observed at a 
concentration of 0.4% after 32 hours (15UVA) and 16 hours (30UVA), but these reductions 
were insufficient to inhibit bacterial growth. K. pneumoniae exhibited reduced growth at the 
riboflavin concentration of 0.2%. P. aeruginosa showed no response to the tested 
concentrations. Comparative analysis between 15UVA and 30UVA did not show any 
statistically significant differences across the four bacterial strains tested (p > 0.05). It is 
concluded that the combination of riboflavin with UVA radiation presents a significant 
antimicrobial effect against S. pseudintermedius, varying with concentration and exposure 
time. In contrast, P. aeruginosa demonstrated resistance to treatment under all tested 
conditions. The effects on K. pneumoniae and S. canis were variable, indicating a limited 
response dependent on concentration and exposure time. 

Keywords: dog, ulcerative keratitis, keratomalacia, cross-linking 
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CAPÍTULO 1. Considerações Gerais 

1. INTRODUÇÃO

Ocorrências oculares são capazes de ocasionar injúria reversível ou irreversível 

do sistema visual. Entre elas, evidencia-se a ceratite ulcerativa, quadro emergencial 

que causa dor e perda da acuidade visual dos cães. A úlcera de córnea caracteriza-

se pela perda de continuidade do epitélio da córnea que resulta na exposição do 

estroma subjacente (WHITLEY; HAMOR, 2021).  A ceratomalácia (“melting 

corneano”) ocorre quando há desequilíbrio entre a atividade da colagenase e da 

anticolagenase, processo que leva à liquefação do tecido estromal da córnea, o que 

resulta na destruição do tecido lamelar da córnea, normalmente associado à infecção 

bacteriana. Cães braquicefálicos apresentam elevada predisposição ao 

desenvolvimento de ceratite ulcerativa, devido a características anatômicas 

específicas dessas raças, como macroblefaro, lagoftalmia, alterações palpebrais 

(entrópio e ectrópio), anormalidades ciliares e deficiência quantitativa ou qualitativa do 

filme lacrimal. Essas condições aumentam a exposição e a vulnerabilidade da córnea, 

elevando o risco de lesões oculares (WHITLEY; HAMOR, 2021).  

A investigação da microbiota bacteriana associada a úlceras de córnea em 

cães desempenha um papel crucial na compreensão e no tratamento eficaz dessa 

condição clínica. Entre as bactérias frequentemente identificadas nestes casos, 

destacam-se o Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Pseudomonas spp. 

(HEWITT et al., 2020; VERDENIUS et al., 2023). A distinção entre as características 

das bactérias gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., e as 

gram-negativas, como Pseudomonas spp. e Klebsiella spp., é essencial para 

direcionar abordagens terapêuticas específicas, tendo em vista as diferenças na 

estrutura de suas paredes celulares e nas respostas aos tratamentos.  

Em pacientes em que o tratamento clínico não é responsivo ou há perda 

significativa do estroma da córnea, a intervenção cirúrgica é necessária, entretanto 

pode resultar em cicatrizes significativas da córnea (SOONTORNVIPART et al., 2003). 

Atualmente, a terapia fotodinâmica não cirúrgica pode ser empregada como 

coadjuvante no tratamento de ceratomalácia em cães. Este procedimento envolve a 
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exposição à luz ultravioleta (UVA) por meio de um sistema chamado "cross-linking", 

combinado com a aplicação tópica de riboflavina na córnea, promovendo a formação 

de ligações covalentes entre as fibras de colágeno e a inativação de patógenos por 

meio da fotossensibilização da riboflavina (POT et al., 2015; SUTER et al., 2022). O 

“cross-linking” de colágeno na córnea, utilizado para fortalecer sua estrutura, resulta 

na morte bacteriana através da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

durante a exposição à luz ultravioleta. A riboflavina atua como fotossensibilizador, 

gerando ROS que induzem estresse oxidativo nas bactérias, causando danos 

irreversíveis às células, comprometendo a integridade da membrana celular, 

peroxidação lipídica, lesões no DNA e, por fim, levando à morte bacteriana (SHARMA 

et al., 2019). No entanto, devido ao elevado custo do equipamento, sua aplicação na 

oftalmologia veterinária ainda não é uma realidade disseminada. 

Recentemente, foi publicado estudo utilizando lanterna ultravioleta e riboflavina 

para realizar “cross-linking”, como método alternativo e econômico ao aparelho. O 

estudo demonstrou ótimo resultado no qual a cicatrização da córnea foi alcançada em 

17 de um total de 21 olhos (LEMBO et al., 2018). Até o momento não há dados 

publicados sobre a eficiência da lanterna UVA (Nitecore Chameleon CU6®, 

Guangdong, China) para as principais cepas bacterianas envolvidas nas ceratites 

ulcerativas de cães. A hipótese deste estudo é sugerir um método alternativo, 

econômico e efetivo para ser utilizado no tratamento do ”melting” corneano. 
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5. CONCLUSION

The results indicate that the combination of riboflavin and UVA radiation can 

effectively reduce the count of S. pseudintermedius, especially at concentrations 

of 0.4% and 0.2% during 32 hours with 15-minute exposure, and at concentrations 

of 0.05% and 0.4% during 64 hours with 30-minute exposure. However, P. 

aeruginosa was resistant to the treatment, and the effects on K. pneumoniae and 

S. canis were variable, with some concentrations showing significant reductions 

but insufficient to 
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completely inhibit bacterial growth. Further studies on the efficacy of using the 

flashlight for stromal collagen effects are warranted. 
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