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SUMMARY

Introduction. Cannabis sativa L. (family Cannabinaceae) an annual plant, has been grown for many centuries for hemp fibre
and oil. The hemp essential oil is obtained by the steam distillation of plant. Major constituents of the oil are: myrcene, o-pinene,
N-carene, limonene, 1,8-cineol, trans-B-ocimene, trans-caryophyllene, a-humulene, terpinolene and caryophyllene oxide. The hydro
steam distilled volative oil and extracts are known for its medicinal properties: sedative, analgetic, anti-inflammatory, antiemetic,
anticancer, antiepilepsy, antiatherogenic, antiglaucoma, antidepression, expectorant, antidiarrhoea and antimicrobial activity.
Aim. The aim of this study was to determine the activity of hemp essential oil against yeastlike fungi.

Material and methods. The strains of yeastlike fungi were isolated from oral cavity from patients with candidosis. A total 35 strains
of yeastlike fungi isolated from patients and 10 reference strains were tested. The susceptibility (MIC) yeastlike fungi to hemp oil
was determined by means plate dilution technique in Sabouraud’s agar. The inoculum containing 10° CFU/spot was seeded with
Steers replicator upon the surface of agar containing various oil concentrations and oil-free agar plates (the strains growth control).
Incubation was performed for 24 hrs at 37°C in aerobic conditions. The MIC was defined as the lowest concentrations of essential
oil that completely inhibited the growth of the strains.

Results. The results indicated, that the most susceptible to hemp essential oil were the strains from the genus of Candida uti-
lis (MIC < 1.5 mg/ml), C. parapsilosis (MIC < 1.5-6.2 mg/ml) and C. lusitaniae (MIC < 1.5-12.5 mg/ml). The strains from genus
of Candida albicans were less sensitive. The growth of 60% of the fungi were inhibited with range < 1.5 mg/ml. But for remained
strains MIC was from 25.0 to > 50.0 mg/ml. The strains of C. krusei were the lowest sensitive (MIC > 50.0 mg/ml). The strains from
genus of Geotrichum candidum and Rhodotorula mucilaginosa were the most susceptible too (MIC < 1.5 mg/ml).

Conclusions. The hemp essential oil was more active against strains yeastlike fungi from genus of C. utilis, C. parapsilosis, C. lusita-
niae, Geotrichum candidum and Rhodotorula mucilaginosa (MIC < 1.5-12.5 mg/ml). The strains from genus of Candida albicans
were less sensitive (MIC < 1.5-> 50.0 mg/ml). The tested yeastlike fungi from genus of C. krusei were the lowest sensitive to the
oil (MIC = 50.0 mg/ml).
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STRESZCZENIE

Wstep. Cannabis sativa L. (rodzina Cannabinaceae) jest rosling jednoroczng, ktora rosnie w wielu krajach i jest wykorzystywana
Jako zZrodto wtokna i oleju. Olejek eteryczny otrzymywany jest z rosliny na drodze destylacji z parqg wodng. Glownymi sktadnikami
olejku sq: myrcen, a-pinen, AN-karen, limonen, 1,8-cyneol, trans-B-cymen, trans-kariofylen, o-humulen, terpinolen i tlenek kario-
fylenu. Uzyskiwany na drodze destylacji z parq wodngq olejek eteryczny oraz ekstrakt wykazujg rozne wlasciwosci lecznicze, w tym
uspokajajqce, przeciwbolowe, przeciwzapalne, przeciwwymiotne, przeciwnowotworowe, przeciwdrgawkowe, przeciw stwardnieniu
rozsianemu, przeciw zacmie, przeciwdepresyjne, wykrztusne, przeciwmiazdzycowe, przeciwbiegunkowe i przeciwdrobnoustrojowe.
Cel pracy. Celem badarn byta ocena aktywnosci eterycznego olejku konopnego wobec grzybow drozdzopodobnych.

Materiat i metody. Szczepy grzyboéw drozdzopodobnych zostaly wyizolowane z jamy ustnej od pacjentow z kandydozq. Ogétem
badaniu poddano 35 szczepow grzybow drozdzopodobnych wyhodowanych od pacjentow i 10 szczepow wzorcowych. Do oceny
wrazliwosci (MIC) grzybow drozdzopodobnych na eteryczny olejek konopny wykorzystano technike seryjnych rozcieficzen w agarze
Sabourauda. Hodowle zawierajqcq 10° CFU/krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru zawierajgcego odpowiednie
stezenie olejku lub bez jego dodatku (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje prowadzono przez 24 godz. w temp. 37°C w warunkach
tlenowych. Za MIC uznano takie najmniejsze stezenie olejku eterycznego, ktore catkowicie hamowato wzrost szczepow.

Wyniki. Wyniki wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na eteryczny olejek konopny byly szczepy z gatunku Candida utilis (MIC < 1,5 mg/ml),
C. parapsilosis (MIC < 1,5-6,2 mg/ml) i C. lusitaniae (MIC < 1,5-12,5 mg/ml). Szczepy z gatunku Candida albicans byly mniej
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wrazliwe. Wzrost 60% tych grzybow byt hamowany w zakresie stezen < 1,5 mg/ml. Jednak dla pozostatych szczepow MIC wynosito od
25,0 do > 50,0 mg/ml. Szczepy C. krusei okazaly sie najmniej wrazliwe (MIC > 50,0 mg/ml). Badane szczepy z gatunku Geotrichum
candidum i Rhodotorula mucilaginosa okazaly sie takze wysoce wrazliwe (MIC < 1,5 mg/ml).

Whioski. Eteryczny olejek konopny byt wysoce aktywny wobec szczepow grzybow drozdzopodobnych z gatunku C. utilis, C. parap-
silosis, C. lusitaniae, Geotrichum candidum i Rhodotorula mucilaginosa (MIC < 1,5-12,5 mg/ml). Szczepy z gatunku C. krusei

okazaly sie najmniej wrazliwe na olejek (MIC > 50,0 mg/ml).

Stowa kluczowe: olejek eteryczny, Cannabis sativa, grzyby drozdzopodobne, wrazliwos§¢, MIC, jama ustna

Wstep

Konopie siewne (Cannabis sativa L.) sa jednorocz-
ng roSling z rodziny Cannabinaceae. Znane sa od
czasdw starozytnych. Informacje o konopiach zostaty
wyryte na kamieniach piramidy w Memfis, w czasie
panowania Faraona z V dynastii (datowane na ok.
2350 rok p.n.e.). Wykorzystanie konopi do celow
leczniczych opisano w papirusie pochodzacym z cza-
sOw panowania Ramzesa III (ok. 1700 rok p.n.e.).
Podano w nim przepis na stosowanie selera naciowego
i konopi w leczeniu zapalen gatki ocznej. Na mozli-
wosci uzycia konopi w lecznictwie wskazuja tez zapisy
w papirusie Ebersa (z 1550 . p.n.e.). Jest tam réwniez
wzmianka o dziataniu przeciw robakom przewodu
pokarmowego i propozycja stosowania konopi m.in.
razem z miodem. Dzialanie konopi bylo znane takze
w starozytnych Chinach, Babilonie, Grecji i Rzymie,
a takze Sumerom i Persom. Uprawa konopi zostata
rozpowszechniona na catym Swiecie, w tym takze
w Polsce. Rodlina jest obecnie wykorzystywana do
wyrobu lin okretowych, w przemysle papierniczym,
tekstylnym i w budownictwie (1-4). Wazne zastoso-
wanie ma olej konopny uzyskiwany z wiech lub nasion
ro§liny w przemysle kosmetycznym (szampony, masci,
toniki, mleczka do pielegnacji skory, kremy, mydta
i detergenty), w przetwodrstwie spozywczym, rolnictwie
i weterynarii (1, 5-8).

Badania wskazuja, ze uzyskane z konopi ekstrakty,
olej czy olejek eteryczny majg tez szereg whasciwosci
leczniczych, w tym dzialanie: przeciwzapalne, prze-
ciwbdlowe, przeciwdrgawkowe, uspokajajace, anty-
depresyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwkaszlowe,
przeciwwymiotne, przeciwnowotworowe, przeciw-
miazdzycowe, przeciwbiegunkowe, pobudzajg apetyt,
a takze przeciwdziataja za¢mie ocznej (2, 4, 5, 9-15).
Badania przeprowadzone przez Senderi i wsp. (16)
wskazuja, ze wyciagi z Cannabis sativa, a gldwnie
zawarty w nich kannabinol, moga by¢ pomocne w le-
czeniu choroby Alzheimera dzigki obnizaniu ilosci
wytwarzanego beta-amyloidu. Maja tez whasciwoSci
przeciwutleniajace (17-19).

W eterycznym olejku konopnym wystepuje po-
nad 30 sktadnikéw. Stwierdzono tez, ze sklad olejku

uzalezniony jest od miejsca, gdzie roSlina byta hodo-
wana oraz od jej odmiany. Wsrdéd najwazniejszych
zwiazkéw w olejku wymienia sie m.in.: myrcen, o-
i B-pinen, A*-karen, limonen, 1,8-cyneol, trans-f-
-cymen, trans-kariofylen, a-humulen, terpinolen, tle-
nek kariofylenu i B-bisabolen (3, 4, 20, 21).

Eteryczny olejek konopny wykazuje tez aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa. Obejmuje swoim dzia-
taniem szereg Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
bakterii tlenowych, mikroaerofilnych i beztleno-
wych (2-4, 12, 17, 18, 22-34). Mechanizm dziatania
przeciwbakteryjnego polega na uszkodzeniu $ciany
komorkowej i blony cytoplazmatycznej, zmianie prze-
puszczalnoSci $ciany, a nastepnie na wycieku metabo-
litéw i jonéw z cytoplazmy na zewnatrz, co prowadzi
do $mierci bakterii (22-24). Olejek wykazuje réwniez
aktywnoS¢ przeciwgrzybicza, obejmujaca grzyby droz-
dzopodobne, plesniowe i dermatofity (17, 25, 27,
29, 33-37). Ponadto niektdre zwigzki wystepujace
w Cannabis sativa maja dziatanie przeciwwiruso-
we (17, 18, 25, 38-42), przeciwpierwotniakowe (17,
18, 25, 43-45), przeciw pasozytom (25, 46, 47) i prze-
ciw insektom (48-52).

Stwierdzono, ze za aktywno$¢ konopi siewnych
wobec bakterii odpowiedzialne sa kanabinoidy, tj. kan-
nabichromen, kannabigerol, A’-tetrahydrokannabinol
i kannabinol. Z badan wynika, ze zwiazki te obejmuja
dzialaniem takze szczepy metycylinoopornych gron-
kowcdw ztocistych (MRSA) (53). Ekstrakty z liSci roSli-
ny wykazuja aktywnoS¢ przeciwpratkowa wobec szcze-
pow Mycobacterium tuberculosis (54). Wymienione
wyzej zwiazki dziataja rowniez przeciwgrzybiczo (33).
Wykazano tez, ze waznym sktadnikiem jest myrcen,
ktéry dziata synergistycznie z innymi sktadnikami
olejku eterycznego wobec szczepdw Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis i Pseudomonas aeruginosa (55).
Z badan wynika, ze mechanizm dziatania myrcenu
polega na hamowaniu cytochromu P 450 ZB1, enzymu
uczestniczacego w metabolicznej aktywacji promito-
gendéw, np. aflatoksyny B, wytwarzanej przez grzyby
Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus, dziatajacej
jako hepatotokarcinogen (56). Stwierdzono, ze zaréw-
no myrcen, jak i inne terpenoidy wystepujace w olejku
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konopnym, w tym a-pinen, o-terpinen, limonen i cy-
tronellal, takze blokuja opisany wyzej metabolizm
komoérek (56, 57).

Skape dane dostepne w piSmiennictwie odno$nie
przeciwgrzybiczego dziatania olejku eterycznego
z Cannabis sativa sktonily nas do przeprowadzenia
niniejszych badan.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena wrazliwosci (MIC) grzybéw
drozdzopodobnych na eteryczny olejek konopny.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano eteryczny olejek konop-
ny, ktéry uzyskano metoda destylacji z para wodna
ziela konopi siewnych (Cannabis sativa L.) z pol-
skiej odmiany Beniko, hodowanej w Zakladzie
Doswiadczalnym Instytutu Witdkien Naturalnych
i Roslin Zielarskich (w Petkowie). Olejek (gestosé
0,835 g/cm?®) mial barwe jasnozoétta i wykazywat
charakterystyczny zapach konopi. Gtéwnymi sktad-
nikami olejku konopnego byly: B-myrcen (40,3%),
tlenek cymenu (16,3%), trans-kariofylen (12,8%),
a-pinen (9,5%), limonen (7,8%), B-pinen (4,6%),
o-humulen (3,6%), trans-p-farnezen (2,4%), tlenek ka-
profylenu (1,8%), terpinolen (0,5%), A*-karen (0,4%)
oraz A’-tetrahydrokannabinoid (0,01%).

Szczepy grzyboéw drozdzopodobnych zostaty
wyhodowane z materiatéw pobranych z r6znych
okolic jamy ustnej od 25 pacjentéw z kandydoza.
Wymazy posiewano na podloze Sabourauda, ktére
inkubowano w 37°C przez 24-48 godz. w warunkach
tlenowych. Wyhodowane grzyby byly identyfikowa-
ne na podstawie morfologii komdérek barwionych
metoda Grama, wygladu kolonii i wzrostu szczepu
na podtozu CHROMagar Candida (Bio Rad), cech
biochemicznych (test API 20C AUX, bioMérieux)
oraz zdolnoSci do filamentacji i wytwarzania chla-
mydosporéw. Do badan wykorzystano 35 szczepdw
grzybéw drozdzopodobnych nalezacych do nastepu-
jacych gatunkéw: Candida albicans (10 szczepow),
C. glabrata (3), C. guilliermondii (2), C. kefyr (3),
C. krusei (2), C. lusitaniae (3), C. parapsilosis (3),
C. tropicalis (3), C. utilis (2), Geotrichum candi-
dum (2), Rhodotorula mucilaginosa (2) oraz 10 szcze-
pow wzorcowych, w tym C. albicans ATCC 90028,
C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 66032,
C. guilliermondii ATCC 6260, C. kefyr ATCC 4135,
C. krusei ATCC 14243, C. lusitaniae ATCC 34449,
C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750
oraz C. utilis ATCC 9950.

Badanie wrazliwoSci na olejek wymienionych szcze-
poOw grzybéw drozdzopodobnych przeprowadzono,

wykorzystujac metode seryjnych rozcieficzen w aga-
rze Sabourauda. Oceniano stg¢zenia w zakresie
od 1,5 do 50,0 mg/ml. Najpierw 100,0 mg olejku
eterycznego rozpuszczono w 1 ml dimetylosulfo-
tlenku (DMSO) (Serva), a nast¢gpnie przygotowa-
no odpowiednie rozcieficzenia, ktéore dodawano
do agaru Sabourauda. Zawiesinge zawierajaca 10°
CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na
powierzchnie podtozy z badanymi rozcieficzeniami
olejku konopnego oraz bez olejku (kontrola wzrostu
szczepu). Inkubacje podtozy badanych i kontrol-
nych prowadzono w temp. 37°C przez 24 godziny
w warunkach tlenowych. Za najmniejsze st¢zenie
hamujace (MIC) przyjeto takie, ktore catkowicie
hamowato wzrost testowanych szczepdw grzybow
drozdzopodobnych.

Wyniki badan i dyskusja

Uzyskane wyniki badan wrazliwoS$ci na olejek
konopny szczepéw grzybéw drozdzopodobnych
wyizolowanych od pacjentéw zamieszczono w tabe-
li 1, a szczepdéw wzorcowych w tabeli 2. Oceniany
eteryczny olejek konopny charakteryzowal sie
duza skuteczno$cia w dziataniu przeciwgrzybiczym.
W zakresie stezeni < 1,5-12,5 mg/ml byt aktywny
wobec 21 (60%) sposrdd 35 testowanych szcze-
pow grzybow. Wsrdd rodzaju Candida najbardziej
wrazliwe byly gatunki C. utilis (MIC < 1,5 mg/ml),
C. parapsilosis (MIC < 1,5-6,2 mg/ml) i C. lusita-
niae (MIC < 1,5-12,5 mg/ml). Kolejne szczepy z ga-
tunku C. guiliermondii wykazaly wrazliwo$¢ w za-
kresie stezen < 1,5-25,0 mg/ml. Natomiast olejek
konopny okazat sie mniej aktywny wobec najliczniej
reprezentowanego gatunku, a mianowicie Candida
albicans, w stezeniach < 1,5-> 50,0 mg/ml, z tym ze
dla 6 (60%) tych szczepdw stezenia hamujace wzrost
wynosity 1,5 mg/ml i mniej.

Wyniki badan wrazliwoSci szczepéw z gatunku C.
albicans uzyskane przez innych autoréw r6znig si¢ od
uzyskanych w tej pracy. Ali i wsp. (28) stosujac metode
krazkowo-dyfuzyjna, wykazali, Ze metanolowy ekstrakt
z catej roSliny wykazuje niska aktywnos$¢ wobec bada-
nego szczepu C. albicans (strefa zahamowania wzro-
stu wynosita 13 mm). Natomiast ekstrakt uzyskany
z nasion konopi byt wobec tego szczepu nieaktywny.
Borchardt i wsp. (58) badali metoda krazkowo-dyfu-
zyjng wrazliwos¢ C. albicans na wyciag z lisci Cannabis
sativa i stwierdzili brak dziatania. Kolejni autorzy,
Sharma i wsp. (27), wykorzystujac taka sama metode,
wykazali niska aktywnoS¢ olejku eterycznego otrzyma-
nego z liSci konopi siewnych wobec testowanego szcze-
pu C. albicans (strefa zahamowania wzrostu wyniosta
2,5 mm). Kedzia i wsp. (36) oceniajac wrazliwos¢
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Tab. 1. Wrazliwo$¢ szczepoéw grzybow drozdzopodobnych na eteryczny olejek konopny

Najmniejsze stezenie hamujace
Grzyby drozdzopodobne sz'ﬂ;:ggw MIC (mg/mi)
> 50,0 25,0 12,5 6,2 3,1 <15
Candida albicans 10 2 2 6
Candida glabrata 3 2 1
Candida guilliermondiii 2 1 1
Candida kefyr 3 2 1
Candida krusei 2 2
Candida lusitaniae 3 1 2
Candida parapsilosis 3 1 2
Candida tropicalis 3 1 2
Candida utilis 2 2
Rodzaj Candida ogétem 31 9 5 1 1 15
Geotrichum candidum 2 2
Rhodotorula mucilaginosa 2 2
Grzyby drozdzopodobne facznie 35 9 5 1 1 19
Tab. 2. Wrazliwos¢ szczepdw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na eteryczny olejek konopny
) Najmniejsze stezenie hamujace
Grzyby drozdzopodobne szlg;:ggw MIC (mg/mi)
50,0 25,0 12,5 6,2 3,1 <15
Candida albicans ATCC 90028 1 1
Candida albicans ATCC 10231 1 1
Candida glabrata ATCC 66032 1 1
Candida guilliermondii ATCC 6260 1 1
Candida kefyr ATCC 4135 1 1
Candida krusei ATCC 14243 1 1
Candida lusitaniae ATCC 34449 1 1
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1
Candida tropicalis ATCC 750 1 1
Candlida utilis ATCC 9950 1 1

réznych gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych na
olejek eteryczny uzyskany z catej roSliny, metoda
seryjnych rozcieficzei na podtozu plynnym, wykazali
wysoka jego aktywnoS$¢. WartoSci MIC mieScily sie
w zakresie od 0,075 do 1,0 mg/ml.

W naszych badaniach szczepy z gatunku C. kru-
sei okazaty si¢ najmniej wrazliwe na testowany

olejek. Uzyskane wartosci MIC mieScily si¢ w za-
kresie stezen 50,0 mg/ml i wyZej. Natomiast wy-
soka aktywnos¢ wykazal eteryczny olejek konopny
wobec szczepow z gatunku Geotrichum candi-
dum 1 Rhodotorula mucilaginosa. Olejek hamowat
wzrost tych szczepodw w stezeniach wynoszacych
< 1,5 mg/ml.
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Whioski

1. Eteryczny olejek konopny wykazat duza aktywno§¢
wobec ocenianych grzybow drozdzopodobnych
powodujacych kandydoze jamy ustne;.

2. Wsrdd ocenianych szczepow najwickszg wrazliwosé
na olejek konopny wykazaly szczepy z gatunku C.
utilis, C. parapsilosis, C. lusitaniae, Geotrichum
candidum i Rhodotorula mucilaginosa (MIC < 1,5-
12,5 mg/ml).

3. Najnizsza wrazliwoscig na olejek konopny charak-
teryzowaly sie szczepy z gatunku C. krusei (MIC
> 50,0 mg/ml).
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