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Rezumat
Scopul cercetărilor rezultatele cărora sunt expuse în acest 
articol a constat în stabilirea efectului sinergic al enotaninu-
lui solubil cu compușii coordinativi, care conțin segmentul 
tiosemicarbazonic, asupra activității enzimelor antioxidante 
la S. aureus și E. coli. În calitate de obiecte de studiu au fost lu-
ate tulpinile E. coli ATCC®25923™ și S. aureus ATCC®25922™. 
Substanțele testate: enotanin hidrosolubil și patru compuși 
chimici noi ce conțin segmentul tiosemicarbazonic. Au fost 
aplicate metode spectrofotometrice de determinare a activității 
catalazei și superoxiddismutazei. Combinația a 1,5 mg/l de 
enotanin și 1,25 mg/l de C13H11N3SO3• CH3OH a produs o di-
minuare cu 47,2% a activității superoxiddismutazei intracelu-
lare (față de 13,9% în cazul compusului chimic aplicat singur) 
și o reducere cu 71,4% a activității catalazei intracelulare (față 
de o scădere de mai puțin de 8% în cazul compusului chimic 
aplicat singur) la cultura de S. aureus. În cazul tulpinii de E. 
coli ATCC®25923™ cel mai semnifi cativ a fost efectul antibac-
terian amplifi cat la combinația dintre enotaninul solubil (1,5 
mg/l) și compusul C13H11N3SO3• CH3OH (0,6 mg/l). Aplica-
rea concomitentă a acestor substanțe provoacă o inhibare 
puternică a activității enzimelor intracelulare și a catalazei 
extracelulare. Combinația dintre 1,5 mg/l de enotanin și 0,6 
mg/l C13H11N3SO3• CH3OH poate fi  un remediu efi cient contra 
tulpinii Escherichia coli ATCC®25923™. Combinația dintre 1,5 
mg/l enotanin solubil și 1,25 mg/l C13H11N3SO3• CH3OH are o 
acțiune sinergică asupra tulpinii S . aureus ATCC®25922™.
Cuvinte-cheie: S. aureus, E. coli, catalază, superoxiddismutază, 
inhibare, enotanin solubil, compuși coordinativi
Summary
Th e synergistic eff ect of soluble enotanine and thiosemi-
carbazone on the activity of antioxidant enzymes on 
microorganisms
Th e purpose of the research presented in this article was to 
establish the synergistic eff ect of soluble enotanine with the 
coordination compounds containing the thiosemicarbazone 
segment on the activity of antioxidant enzymes in S. au-
reus and E. coli.Th e object of study was the strains E. coli 
ATCC®25923™ and S. aureus ATCC®25922™. Substances: 
water-soluble enotanine and four new chemical compounds 
containing the thiosemicarbazone segment. Applied methods: 
spectrophotometric methods for catalase and superoxide dis-
mutase activity determination.Th e combination of 1,5 mg/l of 
enotanine and 1,25 mg/l of C13H11N3SO3• CH3OH produced a 
47,2% decrease in intracellular superoxide dismutase activity 
(compared to 13,9% for the compound applied alone) and 
71,4% of the activity of intracellular catalase (compared to a 
decrease of less than 8% in the case of the compound applied 
alone) in the culture of S. aureus. For E. coli ATCC®25923™ 

strain, the most signifi cant antibiotic eff ect was the combina-
tion of soluble enotanine (1,5 mg/l) and C13H11N3SO3• CH3OH 
(0,6 mg/l). Concomitant administration of these substances 
causes a strong inhibition of intracellular enzyme activity 
and extracellular catalase.Th e combination of 1,5 mg/l of 
enotanine and 0,6 mg/l of C13H11N3SO3• CH3OH may be an 
eff ective remedy against the strain E. coli ATCC®25923™. Th e 
combination of 1,5 mg/l soluble enotanine and 1,25 mg/l 
C13H11N3SO3• CH3OH has synergistic activity against the 
strain S. aureus ATCC®25922™.
Keywords: S. aureus, E. coli, catalase, superoxide dismutase, 
inhibition, soluble enotanine, coordination compounds
Резюме
Синергическое действие растворимого энотанина и 
тиосемикарбазонa на активность антиоксидант-
ных ферментов у некоторых микроорганизмов
Целью исследования, результаты которого изложены 
в данной статье, было установить синергетический 
эффект растворимого енотанина и координационных 
соединений, содержащих сегмент тиосемикарбазона, на 
активность антиоксидантных ферментов у S. aureus 
и E. coli. Объектами исследования были штаммы E. coli 
ATCC®25923 ™ и S.aureus ATCC®25922 ™. Испытуемые 
вещества – водорастворимый енотанин и четыре 
новых химических соединения, содержащих сегмент 
тиосемикарбазона. Использованы спектрофотометри-
ческие методы определения активности каталазы и 
супероксиддисмутазы.Сочетание 1,5 мг/л енотанина и 
1,25 мг/л C13H11N3SO3• CH3OH вызвало уменьшение ак-
тивности внутриклеточной супероксиддисмутазы на 
47,2% (по сравнению с 13,9% для химического соединения, 
применяемого отдельно) и на 71,4% активности вну-
триклеточной каталазы (по сравнению со снижением 
менее чем на 8% в случае химического соединения, при-
меняемого отдельно) в культуре S. aureus. Для штамма 
E. coli ATCC®25923 ™ наиболее значимым антибиотиче-
ским эффектом обладала комбинация растворимого 
енотанина (1,5 мг/л) и C13H11N3SO3• CH3OH (0,6 мг/л). 
Одновременное применение этих веществ вызывает 
сильное ингибирование внутриклеточной активности 
антиоксидантных энзим и внеклеточной каталазы.
Комбинация 1,5 мг/л енотанина и 0,6 мг/л C13H11N3SO3• 
CH3OH может быть эффективным средством против 
штамма E. coli ATCC®25923 ™. Комбинация 1,5 мг/л рас-
творимого енотанина и 1,25 мг/л C13H11N3SO3• CH3OH 
обладает синергетической активностью в отношении 
штамма S. aureus ATCC®25922 ™.
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Introducere

Staphylococcus aureus este unul dintre princi-
palii patogeni umani, care provoacă o gamă largă de 
infecții clinice. Este o cauză principală a bacteriemiei 
și a endocarditei infecțioase, precum și a infecțiilor 
pleuropulmonare, osteoarticulare, cutanate și ale 
țesuturilor moi. În ultimele două decenii, tot mai dese 
au devenit implicările acestui patogen în infectarea 
endoprotezelor umane [13].

Bacteriemiile provocate de S. aureus de cele mai 
multe ori provoacă complicații (în circa 53% cazuri) 
care duc la maladii severe, având ca rezultat o mor-
biditate și o mortalitate foarte înalte [6, 15]. 

Escherichia coli este de asemenea un agent pa-
togen foarte răspândit, implicat în multiple infecții, 
cum ar fi infecțiile căilor urinare, diareea călătorului, 
meningita neonatală și pneumonia [5, 6]. Ca și S. au-
reus, E. coli provoacă bacteriemii și sepsis, deosebit de 
periculoase în special pentru copii și vârstnici.

Ambii agenți patogeni posedă un arsenal bo-
gat de factori de virulență, principalii fiind toxinele 
și sistemul enzimatic extra- și intracelular. Printre 
factorii enzimatici de patogenitate ai acestor pa-
togeni, un rol foarte important le revine enzimelor 
antioxidante. Activarea acestora este determinată de 
faptul că în procesul invaziei patogenilor în corpul 
macroorganismului atacat, acesta din urmă elimină 
activ specii reactive ale oxigenului, care au o funcție 
bactericidă prin distrugerea ADN-ului, a lipidelor, a 
proteinelor și a membranei microorganismului. Pen-
tru a supraviețui și a-și păstra capacitatea de invazie, 
patogenul trebuie să contracareze efectele stresului 
oxidativ declanșat. Catalaza și superoxiddismutaza 
sunt două enzime de bază, pe care microorganismele 
patogene le utilizează intra- și extracelular în scopul 
anihilării radicalilor liberi și a moleculelor reactive 
eliminate de celulele și țesuturile macroorganismu-
lui [14]. Efectele pozitive ale superoxiddismutazei și 
catalazei în rezistența patogenilor contra mecanis-
melor de protecție ale gazdei au fost înregistrate atât 
in vitro, cât și in vivo [3]. 

Datorită acestor factori de virulență, pato-
genii, în special formele lor rezistente la acțiunea 
antibioticelor, evită acțiunea sistemului imun al 
macroorganismului atacat, conducând la infecții 
cronice și inflamații de lungă durată. Ca urmare, 
însănătoșirea pacienților este puternic întârziată, 
deoarece infecțiile inițial ușoare se dezvoltă în infecții 
invazive și septicemie. 

Mai multe substanțe – atât chimice, cât și natu-
rale – care posedă acțiune bacteriostatică și bacteri-
cidă produc fluctuații semnificative ale nivelului de 

activitate a enzimelor antioxidante bacteriene intra- 
și extracelulare. De exemplu, nanofierul zero-valent 
provoacă dereglarea producerii tuturor formelor 
de superoxiddismutază și catalază la E. coli [5]. Sub 
influența 2-(2-nitrovinyl) furanului a fost observată o 
creștere semnificativă a activității superoxiddismuta-
zei și a catalazei atât la E. coli, cât și la S. aureus [2]. 

În cercetările anterioare a fost demonstrat că 
enotaninul solubil și o serie de compuși ce conțin 
segmentul tiosemicarbazonic inhibă activitatea 
superoxiddismutazei și catalazei la E.coli și S. aureus. 
Un inhibitor eficient al activității enzimatice la aceste 
două specii este cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-
hidroxifenil) etiliden]-hidrazincarbotio-amido(1-)}
nichel, care în concentrație de 0,4 μg/ml elimină 
complet activitatea catalazei extracelulare și o inhibă 
cu peste 70% pe cea a catalazei intracelulare [17]. 

Este cunoscut faptul că în multe cazuri poate fi 
obținut un efect sinergic pe calea combinării a doi 
sau mai mulți agenți antimicrobieni. Astfel, a fost 
demonstrat efectul antibacterian sinergic contra 
S. aureus al extractelor din scorțișoară, guava și 
lemongrass cu 18 antibiotice [4]. Curcuminul are 
efect sinergic cu ampicilina, criptofloxacina și nor-
floxacina, reducând esențial concentrațiile minim 
inhibitoare ale acestor antibiotice față de S. aureus 
rezistent la meticilină [11]. Atunci când sunt combi-
nate amoxicilina și nanoparticulele de argint, rezultă 
o eficiență bactericidă mai mare asupra celulelor de 
E. coli decât atunci când componentele sunt aplicate 
separat [9].

Având în vedere cele menționate, scopul 
cercetărilor rezultatele cărora sunt expuse în acest 
articol a constat în stabilirea efectului sinergic al 
enotaninului solubil cu compușii activi ce conțin 
segmentul tiosemicarbazonic asupra activității en-
zimelor antioxidante la S. aureus ATCC® 25923™ și E. 
coli ATCC 25922.

Material și metode

Pentru cercetare au fost selectate cinci substanțe 
cu proprietăți antimicrobiene: 
-  enotaninul hidrosolubil, obținut prin oxida-

rea enotaninului insolubil în apă, extras din 
semințele de struguri;

-  doi derivați noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic;

-  metil-N’-[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-
prop-2-en-1-ilhidrazonotioatul;

-  cloro-{N-(3,4-dimetilfenil)-2-[1-(2-hidroxifenil)
etiliden]-hidrazincarbotio-amido(1-)}nichel.
În calitate de microorganisme de referință au 

fost utilizate următoarele tulpini:
• E. coli ATCC 25922. 
• S. aureus subsp. aureus ATCC® 25923™. 
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Incubarea culturilor microbiene cu substanțele 
antibacteriene. Pentru creșterea culturilor bacteri-
ene a fost utilizat mediul standardizat – 2% bulion 
peptonat, pH =7,0. 

Obținerea lichidului de cultură și a extractului 
celular. Celulele se separă de mediul nutritiv prin 
centrifugare la 6000 g timp de 5 min. Extractul celular 
se obține din sedimentul celular cu utilizarea bilelor 
din sticlă conform descrierii prezentate de Saxena S. 
și Gomber C. [12]. 

Pentru determinarea catalazei (CAT) a fost apli-
cată metoda spectrofotometrică propusă de Aebi 
în 1984 [1]. 

Activitatea superoxiddismutazei (SOD) a fost de-
terminată conform principiului bazat pe capacitatea 
enzimei de a inhiba reacțiile fotochimice de redu-
cere a nitrobluetetrazoliului după metoda propusă 
de Giannopolitis și Ries în 1977 [7], cu modificările 
ulterioare [10].

Toate experiențele au fost efectuate în trei re-
petări. Valorile prezentate în articol sunt înscrise în 
formă de media ± deviația-standard. Veridicitatea 
deosebirilor dintre date a fost verificată prin aplicarea 
testului Student.

Rezultate obținute

Tabelul 1

Activitatea enzimatică a S. aureus ATCC®25922™ la 
interacțiunea culturii cu enotaninul solubil și derivații noi 
ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic,  % față de martor 
(cultura netratată)

Compusul, 
concentrația

Activitatea enzimelor 
extracelulare, %M

Activitatea enzimelor 
intracelulare, %M

SOD CAT SOD CAT
Enotanin hidrosolubil (Eh), mg/l

0,75 84,0±5,6 93,6±6,5 122,0±6,5 144,2±15,9
1, 50 33,8±4,2 28,6±2,8 126,7±2,8 140,4±14,7
3,00 34,6±5,2 26±1,8 63,7±1,8 51,5±4,7

C13H11N3SO3• CH3OH (Cc1), mg/l

0,60 62,8±2,6 36,8±0,5 124,4±4,2 146,0±2,9
1,25 54,6±2,4 21,4±3,2 86,1±2,6 92,8±1,4
2,5 46,5±4,2 20,9±2,3 38,3±3,5 50,8±0,8

C19H15N3O3S(Cc2),mg/l
0,15 43,2±2,8 45,8±3,4 74,6±2,2 60,4±3,0
0,30 22,8±0,9 12,5±3,1 46,8±2,8 39,5±0,6
0,60 6,3±1,1 0 39,5±0,6 12,8±1,8

Enotanin hidrosolubil +C13H11N3SO3• CH3OH, mg/l

1,50 Eh +
1,25 Cc1

38,6±4,3 25,4±2,7 52,8±3,9a,b* 28,6±4,1a,b*

Enotanin hidrosolubil + C19H15N3O3S,
1,50 Eh + 
0,3 Cc2

26,3±3,2 15,8±3,8 40,4±4,7 41,5±4,4

Notă. *a – diferență veridică (P<0,001) față de concentrația 
de 1,5 mg/l de enotanin; b – diferență veridică (P<0,001) față 
de concentrația de 1,25 mg/l de C13H11N3SO3•CH3OH.

Tabelul 2

Activitatea enzimatică a E. coli ATCC®25923™ la interacțiunea 
enotaninului solubil și a compușilor chimici noi ce conțin 
segmentul tiosemicarbazonic,  % față de martor (cultura 
netratată)

Compusul, 
concen-

trația

Activitatea enzimelor 
extracelulare, %M

Activitatea enzimelor 
intracelulare, %M

CAT SOD CAT SOD
Enotanin hidrosolubil (Eh), mg/l

0,75 148,5±7,2 108,6±2,8 130,1±0,75 115,9±7,2
1,5 112,6±9,1 144±6,4 127,5±1,5 129,4±9,1
3,0 60,8±3,6 38,6±3,7 38,6±3,0 44,5±3,6

C13H11N3SO3• CH3OH (Cc1), mg/l

0,3 104,8±5,2 98,5±2,6 99,6±2,9 102,3±3,5
0,6 76,8±1,8 52,6±4,1 89,4±4,1 94,2±4,2
1,2 26,8±2,4 35,4±2,3 59,6±2,0 40,3±1,0

C19H15N3O3S (Cc2),mg/l

0,60 84,2±3,8 90,4±2,4 112,5±4,3 138,1±5,6
1,25 72,1±3,8 85,2±3,6 111,6±1,9 97,4±5,1
2,50 52,6±1,3 44,9±3,3 67,5±4,2 38,4±4,6

C16H17N3OS (Cc3) mg/ml

0,12 32,5±2,7 25,1±2,4 45,3±1,6 24,8±2,0
0,25 0 0 0 15,7±2,3
0,50 0 0 0 0

C17H18ClN3NiOS (Cc4) μg/ml

0,4 0 52,6±3,6 27,3±0,6 62,5±2,4
0,8 0 27,2±3,3 7,9±1,1 44,2±3,2
1,5 0 0 0 0
Enotanin hidrosolubil, mg/l + C13H11N3SO3• CH3OH (Cc1), mg/l

1,50 Eh +
0,6 Cc1

52,2±4,3a,b* 49,4±6,1 45,7,8±4,5a,b* 51,6±5,8a,b*

Enotanin hidrosolubil , mg/l + C19H15N3O3S (Cc2), mg/l

1,50 Eh + 
1,25 Cc2

75,3±4,1 88,4±5,0 38,5±2,6a,c* 95,3±5,2

Enotanin hidrosolubil, mg/l + C16H17N3OS (Cc3), mg/l

1,50 Eh + 
0,12 Cc3

35,4±1,7 26,3±3,5 38,9±4,2 20,5±3,7

Enotanin hidrosolubil, mg/l + C17H18ClN3NiOS, μg/l

1,50 Eh + 
0,8 Cc4

0 0 0 0

Notă. *a – diferență veridică (P<0,001) față de concentrația 
de 1,5 mg/l de enotanin; b – diferență veridică (P<0,001) 
față de concentrația de 0,6 mg/l de C13H11N3SO3•CH3OH; 
c – diferență veridică (P<0,001) față de concentrația de 
1,25 mg/l de C19H15N3O3S.

Discuții

Activitatea enzimelor antioxidante exocelu-
lare sub acțiunea concentrațiilor aplicate de eno-
tanin solubil scade într-o manieră dependentă de 
concentrație la S. aureus ATCC®25922™. În cazul en-
zimelor intracelulare, concentrațiile mai joase decât 
cea minim inhibitoare duc la o creștere semnificativă 
a activității catalazei și superoxiddismutazei la stafi-
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lococ, pe când concentrația înaltă de enotanin (3,0 
mg/ml) a provocat o scădere pronunțată a activității 
acestora. 

Ambii compuși chimici testați în scopul inhi-
bării activității enzimelor antioxidante la stafilococ 
au provocat o scădere semnificativă a activității 
exoenzimelor. Endoenzimele au fost inhibate de 
concentrațiile de 2,5 mg/l de C13H11N3SO3• CH3OH și 
de toate concentrațiile celui de al doilea compus – 
C19H15N3O3S, mg/ml.

Pentru cultura de S. aureus ATCC®25922™ au 
fost testate două variante de combinații, în cadrul 
cărora celulele au fost tratate cu enotanin și unul din 
compuși, toate substanțele fiind luate în concentrații 
medii aplicate în experiență. Efect sinergic a fost ob-
servat doar în cazul aplicării concomitente a cantității 
de 1,5 mg/l de enotanin și 1,25 mg/l de C13H11N3SO3• 
CH3OH și doar pentru enzimele intracelulare. Enota-
ninul în concentrația menționată a dus la creșterea 
activității acestor enzime, iar adăugarea compusului 
chimic aparte a produs o reducere ușoară a activității 
enzimatice. Combinația acestor două substanțe 
produce o diminuare cu 47,2% a activității super-
oxiddismutazei intracelulare (față de 13,9% în cazul 
compusului chimic aplicat aparte) și o reducere cu 
71,4% a activității catalazei intracelulare (față de o 
scădere de mai puțin de 8% în cazul compusului 
chimic aplicat aparte). 

În cazul tulpinii E. coli ATCC®25923™, la adăuga-
rea enotaninului se atestă o creștere semnificativă a 
activității extracelulare a catalazei (la concentrația de 
0,75 mg/ml) și a superoxiddismutazei (la concentrația 
de 1,50 mg/ml). În schimb, concentrația de 3 mg/ml 
duce la o scădere simțitoare a activității superoxid-
dismutazei și catalazei. Enzimele intracelulare au 
fost inhibate de concentrația de 3,0 mg/l și stimulate 
de concentrațiile mici. Compușii chimici testați au 
influențat în diferit mod activitatea enzimelor antio-
xidante. Primul compus în concentrație de 1,2 mg/ml 
inhibă cu 40-73%activitatea catalazei și superoxid-
dismutazei, atât intracelulare, cât și extracelulare. 
Concentrația de 0,6 mg/ml are efecte nocive asupra 
activității enzimelor extracelulare, pe când activita-
tea enzimelor intracelulare nu se modifică. 

Cel de-al doilea compus cu formula C19H15N3O3S 
în cea mai înaltă concentrație aplicată de 2,5 mg/
ml inhibă activitatea catalazei și superoxiddismu-
tazei. Totodată, cu până la 61% față de martor, iar 
concentrațiile mai mici au un efect mai slab de 
inhibiție sau chiar efect de stimulare. Compușii 
C16H17N3OS și C17H18ClN3NiOS au o acțiune de inhibiție 
foarte pronunțată. Astfel, aplicarea concentrațiilor 
minime de inhibiție duce la inhibarea completă a 
activității enzimatice antioxidante.

În cazul tulpinii de E. coli ATCC®25923™ au fost 
testate patru combinații de substanțe antibacterie-
ne, în toate fiind prezent enotaninul în concentrație 
de 1,5 mg/l. În trei dintre acestea a fost observat 
fenomenul de sinergism al acțiunii substanțelor tes-
tate. Cel mai semnificativ a fost efectul antibacterian 
amplificat în cazul combinației dintre enotaninul 
solubil și compusul C13H11N3SO3• CH3OH. La aplicarea 
enotaninului singur în concentrația de 1,5 mg/l se 
atestă o creștere a activității SOD și CAT atât în celu-
le, cât și în mediul extracelular, iar compusul chimic 
produce o inhibare doar a enzimelor extracelulare 
(activitatea CAT se reduce cu 23,2% și cea a SOD – cu 
47,4%). Aplicarea concomitentă a acestor substanțe 
provoacă o inhibare puternică a activității enzimelor 
intracelulare (activitatea CAT scade cu 54,3%, iar cea 
a SOD – cu 48,4%). De asemenea, un efect sinergic 
de inhibare avem și în cazul activității catalazei ex-
tracelulare, activitatea căreia scade cu 47,8% față de 
23,2% în cazul compusului aplicat aparte). 

De asemenea, un efect sinergic a fost prezent 
și la aplicarea combinației de enotanin cu compusul 
C19H15N3O3S. Combinația dată provoacă un efect 
augmentat doar asupra activității catalazei intrace-
lulare, provocând o reducere cu 61,5%, comparativ 
cu 10,6% în cazul compusului aplicat aparte. 

Combinația dintre enotanin și C16H17N3OS a 
dus la inhibarea totală a activității enzimatice CAT 
și SOD la E. coli, deși compusul aparte inhibă total 
doar catalaza extracelulară, iar enotaninul duce la 
activarea enzimelor studiate. 

Concluzii

Enotaninul solubil și compusul C13H11N3SO3• 
CH3OH au acțiune sinergică de inhibare a activității 
enzimelor antioxidante superoxiddismutaza și 
catalaza la S. aureus ATCC®25922™. Combinarea 
acestor două substanțe în concentrații ce consti-
tuie ½ din CMI pentru fiecare tulpină produce un 
efect pronunțat de inhibare a activității CAT și SOD 
intracelulare la ambele culturi, iar în cazul tulpinii 
E. coli ATCC®25923™ sporește suplimentar gradul de 
inhibare a catalazei extracelulare. 

Combinația dintre 1,5 mg/l de enotanin și 0,6 
mg/l C13H11N3SO3• CH3OH poate fi un remediu eficient 
contra tulpinii E. coli ATCC®25923™.

Combinația dintre 1,5 mg/l enotanin solubil și 
1,25 mg/l C13H11N3SO3• CH3OH are acțiune sinergică 
față de tulpina S. aureus ATCC®25922™.
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