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SUMMARY

Cannabis sativa L. is an annual herbaceous plant, belonging to
the family Cannabinaceae. More then 525 constituents have been
identified from Cannabis. These are mainly volatile terpenes and
sesquiterpenes. Plant contains A’-tetrahydrocannabinol, can-
nabidiol, cannabinol, o-terpinene, myrcene, trans-f-ocimene,
o-terpinolene, o-humulene, trans-caryophyllene and cannabi-
chromene. Cannabis sativa possess antimicrobial, antifungal,
antiviral and antiparasitic activity. The aim of this study was
to determine the antimicrobial activity of cannabis essential
oil against anaerobic bacteria. The strains of anaerobes were
isolated from various infections of oral cavity. A total of 33 an-
aerobic bacteria and 6 reference strains were tested. Investigation
was carried out using the plate dilution technique in Brucella
agar supplemented with 5% defibrinated sheep blood, mena-
dione and hemin. Inoculum contained 10° CFU per spot was
seeded with Steers replicator upon the surface of agar with
various oil concentrations as well as upon that no oil added
(anaerobic strains growth control). Incubation the plates was
performed in anaerobic conditions, in anaerobic jar, in 37°C
for 48 hours. MIC was defined as the lowest concentrations
of the cannabis oil inhibiting the growth of tested anaerobes.
The results indicated that the Cannabis sativa essential oil was
active against the 27 (82%) tested strains of anaerobic bacte-
ria to the concentrations from ranges < 0.8-12.5 mg/ml. The
strains of Prevotella and Porphyromonas were sensitive to the
concentrations in ranges from 3.1 to 6.2 mg/ml. The strains of
Bacteroides and Fusobacterium were the lowest sensitive (MIC
> 12.5 mg/ml). The oil was very active against the all Gram-
positive anaerobes. The concentrations in ranges from < 0.8 to
3.1 mg/ml inhibited the growth of 100% of the cocci and rods
tested. The Gram-positive anaerobic bacteria were the more
susceptible to cannabis essential oil than the Gram-negative.
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Konopie siewne (Cannabis sativa L.) byly znane
juz w starozytnosci. Byly one wymieniane w tekstach
papirusow egipskich z Teb (1700-1300 lat p.n.e.),
w opisach znajdujacych sie na glinianych tablicach su-
meryjskich z Niniwy (ok. 1500 lat p.n.e.), w papirusach
etiopskich (1350 lat p.n.e.) oraz tekstach dotyczacych
zi6t Cesarza Chin Shen-Nunga w XXVIII w. p.n.e.
Konopie opisali tez Dioskurides i Pliniusz Starszy
(w I w. n.e.) oraz Galen (Il w. n.e.) (1-4).

Cannabis sativa jest ro§ling jednoroczng z rodziny ko-
nopiowatych (Cannabinaceae). Wystepuje w Turcji, Pa-
kistanie, Iranie, Afganistanie, Kazachstanie, Kirgistanie,
w okolicach jeziora Bajkat, Mongolii i péinocno-zachod-
nich Chinach. W Polsce jest uprawiana. Nasiona konopi
sa wykorzystywane w przemysle spozywczym i kosme-
tycznym, a wltokno todyg do sporzadzania sznurdw, lin,
Zagli okretowych, w przemysle tekstylnym i papierniczym
(3, 5-7). Nasiona znalazly tez zastosowanie w weterynarii
i rolnictwie (hodowla zwierzat) (5, 6, 8).

Liscie i kwiatostan konopi siewnych zawieraja fi-
tokanabinoidy, odpowiedzialne za szereg wlasciwosci
biologicznych, w tym m.in. dzialanie przeciwdepre-
syjne, przeciwwymiotne, przeciwbdlowe, przeciw-
nowotworowe, przeciwdrgawkowe, przeciwzapalne,
przeciwmiazdzycowe (2, 5, 12-14). W Cannabis sativa
stwierdzono obecno$¢ ponad 525 sktadnikéw (3, 9-11).
Dominuja kanabinoidy, tj. A’-tetrahydrokanabinol,
kanabichromen, kanabichromanon, kanabidiol i kana-
binol (2, 9, 15-18). Wsrdd sktadnikow sa tez obecne:
flawonoidy, fenantren, dihydrofenandren, dihydrostil-
ben, sterole i alkaloidy (10, 19-21). Charakterystyczny
zapach konopi zwiazany jest z obecnoScia terpenow
i seskwiterpenow, tj. A’-tetrahydrokanabinol, kana-
bidol, a-pinen, myrcen, trans-f-cymen, c-terpineol,
trans-kariofilen i a-humulen (7).
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W wyciagach z liSci konopi stwierdzono wyste-
powanie steroidéw, saponin, fenoli, flawonoiddéw,
alkaloidoéw, tanin, aminokwasow, weglowodanéw
i chinonéw (3, 14). Olej otrzymywany z nasion konopi
siewnych zawiera kwasy, tj. a- i B-linolenowy (jako
kwasy omega- 6), nienasycone kwasy ttuszczowe (ome-
ga-3) — olejowy, palmitynowy, stearynowy oraz kana-
bidiol, A’-tetrahydrokanabinol, myrcen, B-kariofilen,
B-sitosterol i o~ i y-tokoferol (5, 22-24). Ponadto
w Cannabis sativa wystepuje olejek eteryczny. Zawiera
on ok. 30 réznych sktadnikéw, wsréd ktorych dominu-
ja: o-pinen, myrcen, trans-f-ocymen, d-terpineolen,
o-humulen i trans-kariofilen (7, 25, 26).

Zgodnie z tradycja w Indiach od lat wyciagi z ko-
nopi siewnych stosuje sie u chorych na wscieklizne,
cholere, trad, ospe prawdziwa, tezec, reumatyzm,
padaczke oraz w przypadku ran cietych, oparzen,
stanow zapalnych skory i alergii (27). Stwierdzono, ze
obecne w oleju konopnym sitosterole dziataja prze-
ciwmiazdzycowo oraz obnizaja poziom cholesterolu
w surowicy krwi (19). Natomiast wystepujacy w oleju
konopnym kanabidiol wykazuje dziatanie przeciwpa-
daczkowe i przeciwdrgawkowe.

Olej konopny jest obecny w sktadzie réznych ko-
smetykow. Produkowane sa szampony, mydta, plyny
do pielegnacji skory, toniki, maseczki, mleczko, ma-
$ci i masto konopne (seria kosmetykéw TOVET).
Natomiast do miejscowego stosowania zalecane sa
preparaty lecznicze, tj. mas¢, krem i szampon konopny
(oznaczone symbolami ,,Egzema” lub ,fuszczyca”
— seria produktéw CutisHelp). Znalazly one zasto-
sowanie w przypadku atopowego zapalenia skory,
pokrzywki, alergii, stanow zapalnych skory, w egzemie
i tuszczycy. Sa nowe propozycje dotyczace szerszego
niz dotychczas wykorzystania konopi w formie prosz-
ku, ktéry mégltby by¢ dodawany do past, plynéw i pre-
paratow stalych stosowanych do codziennej higieny
jamy ustnej oraz do produkcji masci, mydet i zasypek
do pielegnacji stop (28-30).

Otrzymywane z Canabis sativa wyciagi, olej i olejek
eteryczny wykazuja aktywnoSc¢ przeciwdrobnoustrojo-
wa. Swoim dziataniem obejmuja bakterie (2, 3, 7, 9, 10,
14, 26, 31-39), grzyby (2, 9, 38, 40-43), wirusy (16, 45,
46), pierwotniaki (2, 9, 10, 40, 46), pasozyty (47, 48)
i insekty (49). W piSmiennictwie opisano aktywnosc¢
przeciwbakteryjna Cannabis sativa wobec bakterii
tlenowych. Natomiast brak jest danych na temat dzia-
fania olejku eterycznego otrzymywanego z tej rosliny
na bakterie rosnagce w warunkach beztlenowych.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena aktywnoSci olejku eterycz-
nego z konopi siewnych wobec bakterii beztlenowych.

Materialy i metody badan

Do badan wykorzystano olejek eteryczny uzyskany
z Cannabis sativa (udostepniony przez Instytut Wi6-
kien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu),
ktory zawieral gléwnie: B-myrcen (40,3%), tlenek
cymenu (16,3), trans kariofylen (12,8%), o-pinen
(9,5%), limonen (7,8%), B-pinen (4,6%), o-humulen
(3,6%), trans-B-farnezen (2,4%), tlenek (-)-kaprofilu
(1,8%), terpinolen (0,5%) i A*-karen (0,4%).

Szczepy bakterii beztlenowych uzyte do badan
zostaly wyizolowane z materialéw pobranych od pa-
cjentdéw z r6znymi zakazeniami w obrebie jamy ustne;j.
Ocenie wrazliwosci poddano 33 szczepy nalezace do
rodzajow: Prevotella (5 szczepow), Porphyromonas (5),
Tannerella (1), Bacteroides (4), Parabacteroides (1),
Fusobacterium (4), Finegoldia (3), Peptostreptococ-
cus (2), Parvimonas (2), Bifidobacterium (2), Propio-
nibacterium (4) oraz 6 szczepoéw wzorcowych z gatun-
kéw: Bacteroides fragilis ATCC 25285, Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, Porphyromonas levii ATCC
29147, Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337,
Finegoldia magna ATCC 29328 i Propionibacterium
acnes ATCC 11827.

Oznaczenie wrazliwoSci bakterii beztlenowych na
olejek konopny przeprowadzono metoda seryjnych roz-
cieficzen w agarze Brucella z dodatkiem odwtoknionej
krwi baraniej, menadionu i heminy. Olejek eteryczny
najpierw byl rozpuszczany w DMSO (Serva) a nastep-
nie w jalowej wodzie destylowanej, w celu uzyskania
stezefi wynoszacych 0,8, 1,6, 3,1, 6,2 1 12,5 mg/ml.
Odpowiednie rozcienczenie tego olejku dodawano
do agaru. Agar Brucella bez dodatku olejku konop-
nego stanowil kontrole wzrostu ocenianych szczepéw
bakterii beztlenowych. Inokulum, ktére zawierato 10°
drobnoustrojéw (CFU) na krople, przenoszono na po-
wierzchni¢ podtozy badanych i kontrolnych aparatem
Steersa. Inkubacje podtozy prowadzono w anaerosta-
tach w warunkach beztlenowych (10% CO, 10% H,
180% N,, katalizator palladowy i wskaznik warunkow
beztlenowych) przez 48 godz. w temp. 37°C. Za MIC
uznano takie najmniejsze stezenie olejku konopnego,
ktore catkowicie hamowato wzrost testowanych bak-
terii beztlenowych.

Wyniki i ich oméwienie

Uzyskane wyniki badaf wrazliwo$ci Gram-ujemnych
bakterii beztlenowych na olejek eteryczny z Cannabis
sativa zebrano w tabeli 1, szczepéw Gram-dodatnich
bakterii w tabeli 2, a szczepOw wzorcowych bakterii
beztlenowych w tabeli 3. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze olejek konopny w stezeniach wynosza-
cych < 0,8-12,5 mg/ml byl aktywny wobec 27 (82%)
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Tabela 1. Wrazliwos¢ na olejek eteryczny z Cannabis sativa Gram-ujemnych bakterii beztlenowych.

) Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Probnoustrole szczepow >12,5 6,2 3,1 1,6 <0,8
Prevotella bivia 1 1
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella intermedia 2 2
Prevotella loescheii 1 1
Porphyromonas asaccharolytica 1 1
Porphyromonas gingivalis 2 2
Porphyromonas levii 2 1 1
Tannerella forsythia 1 1
Bacteroides fragilis 1 1
Bacteroides uniformis 1 1
Bacteroides ureolyticus 1 1
Bacteroides vulgatus 1 1
Parabacteroides distasonis 1 1
Fusobacterium nucleatum 2 2
Fusobacterium necrophorum 2 2
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogétem 20 8 9 3 0 0

Tabela 2. Wrazliwo$¢ na olejek eteryczny z Cannabis sativa Gram-dodatnich bakterii beztlenowych.

Li Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Drobnoustroje sz c'::ggw
>12,5 6,2 3,1 1,6 <0,8

Finegoldia magna 3 2
Peptostreptococcus anaerobius 2 2
Parvimonas micra 2 2
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 7 1 6
Bifidobacterium breve 2 1 1
Propionibacterium acnes 2 1 1
Propionibacterium granulosum 2 1 1
Gram-dodatnie pateczki beztlenowe ogétem 6 3 3
Gram-dodatnie bakterie beztlenowe ogétem 13 3 4 6
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogétem 20 8 9 3
Bakterie beztlenowe tacznie 33 8 9 6 4 6

ocenianych bakterii beztlenowych. Szczepy Gram-
ujemnych pateczek z rodzaju Prevotella i Porphyromo-
nas wykazaly podobna wrazliwos¢ (MIC w zakresie
3,1-6,2 mg/ml). Wobec kolejnych szczepow naleza-

cych do gatunku Tannerella forsythia i Parabacteroides
distasonis, olejek byl aktywny w stezeniu wynoszacym
6,2 mg/ml. Najnizsza wrazliwo$cia na testowany ole-
jek eteryczny charakteryzowaly si¢ szczepy z rodzaju
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Tabela 3. Wrazliwos¢ na olejek eteryczny z Cannabis sativa szczepéw wzorcowych bakterii beztlenowych.

Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Drobnoustroje SZCZepow
P >12,5 6,2 3,1 1,6 <0,8

Bacteroides fragilis ATCC 25285 1 1
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 1 1
Porphyromonas levii ATCC 29147 1 1
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 1 1
Finegoldia magna ATCC 293281 1 1
Propionibacterium acnes ATCC 11827 1 1

Bacteroides i Fusobacterium. Ich wzrost byt hamowany
w stezeniach wynoszacych 12,5 mg/ml i wyzszych.

Wysoka wrazliwo$¢ na olejek konopny wykaza-
ly szczepy Gram-dodatnich bakterii beztlenowych.
Testowane ziarniaki z gatunkéw Finegoldia magna,
Peptostreptococcus anaerobius i Parvimonas micra
byly wrazliwe w zakresie niskich stezen, wynoszacych
<0,8-12,5 mg/ml. Natomiast Gram-dodatnie pateczki
z gatunku Bifidobacterium breve, Propionibacterium
acnes i Propionibacterium granulosum okazaly sie
tylko nieznacznie mniej wrazliwe od Gram-dodatnich
ziarniakow. Ich wzrost hamowatly niewysokie stezenia
olejku w zakresie 1,6-3,1 mg/ml.

Podsumowujac, warto zaznaczy¢, ze olejek konopny
byt aktywny wobec wszystkich testowanych Gram-
dodatnich bakterii w zakresie stezenh wynoszacych
<0,8-3,1 mg/ml, czyli nizszych od tych, jakie powodo-
waly zahamowanie wzrostu szczep6w Gram-ujemnych
pateczek beztlenowych.

Whioski

1. Sposréd Gram-ujemnych bakterii beztlenowych
najwieksza wrazliwos¢ na olejek konopny wykazaly
szczepy z rodzaju Prevotella i Porphyromonas.

2. Gram-dodatnie ziarniaki i paleczki beztlenowe
charakteryzowaly sie wysoka wrazliwo$cia na olejek
z Cannabis sativa.

3. Szczepy Gram-dodatnich bakterii byly bardziej
wrazliwe na oceniany olejek eteryczny niz szczepy
Gram-ujemnych pateczek beztlenowych.
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