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A B S T R A C T 

B a c k gr o u n d  Nitri c  o xi d e ( N O)  pl a ys  criti c al r ol e s i n  w o u n d  h e ali n g, i n cl u di n g sti m ul ati n g  v a s o dil ati o n,  a n gi o g e n e si s  a n d  br o a d 

a nti mi cr o bi al  a cti vit y. 

Ai m  T o  m e a s ur e t h e  eff e ct  of  a n  a ci difi e d  nitrit e f o a m ( A N F)  o n  bi ofil m s  cr e at e d  b y si x  diff er e nt  mi cr o b e s. 

M et h o d s   A  n o v el  m et h o d  of  g e n er ati n g,  d eli v eri n g  a n d t o pi c all y  a p pl yi n g  N O  g a s  at t h e  p oi nt  of  c ar e  w a s  d e v el o p e d  u si n g 

A N F i n  a  mi x e d  b u b bl e f o a m  a n d  w a s t e st e d i n  vitr o  a g ai n st si x  c o m m o n  mi cr o bi al  w o u n d  p at h o g e n s. 

R e s ult s  A  si n gl e  5- mi n ut e t o pi c al  e x p o s ur e  of t h e  N O  b u b bl e  g a s f or m ul ati o n  g e n er at e d  a  5. 8-l o g
1 0

 r e d u cti o n  of  m at ur e 

bi ofil m  of  P s e u d o m o n a s  a er u gi n o s a ,  a  5. 1-l o g
1 0 

r e d u cti o n  of St a p h yl o c o c c u s  a ur e u s   bi ofil m,  a  4. 0-l o g
1 0 

r e d u cti o n  of 

St a p h yl o c o c c us  e pi d er mi dis   bi ofil m,  a  3. 2-l o g
1 0 

r e d u cti o n  of Pr ot e us  mir a bilis   bi ofil m,  a  2. 7-l o g
1 0 

r e d u cti o n  of A ci n et o b a ct er 

b a u m a n nii   bi ofil m,  a n d  a  1. 5-l o g
1 0
 r e d u cti o n  of C a n di d a  al bi c a ns   bi ofil m. 

C o n cl u si o n  T h e  effi c a c y  of  a  5- mi n ut e tr e at m e nt  of  A N F  u s e d  o n  bi ofil m s  of  P.  a er u gi n os a,  A.  b a u m a n nii,  S.  a ur e us,  C.  al bi c a ns, 

P . mir a bilis   a n d S.  e pi d er mi dis  w a s  c o nfir m e d.  T h e tr e at m e nt r e s ult e d i n  a  si g nifi c a nt r e d u cti o n i n  c ol o n y-f or mi n g  u nit s 

p er  s q u ar e  c e nti m etr e ( C F U/ c m 2 )  c o m p ar a bl e t o  or  s ur p a s si n g  ot h er  m et h o d s  of  N O  g a s  a p pli c ati o n,  s u g g e sti n g  N O 

c o nt ai ni n g f o a m’s  utilit y  a s  a  p oi nt  of  c ar e s ol uti o n f or  c hr o ni c  w o u n d s  wit h  el e v at e d  bi o b ur d e n  a n d  bi ofil m s  w h er e l e v el s  of 

e n d o g e n o u sl y  pr o d u c e d  N O  m a y  b e i n s uffi ci e nt f or  w o u n d  h e ali n g  c o m pl eti o n. 
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K E Y  M E S S A G E S 

•  Nitri c  o xi d e ( N O)  pl a y s  a  criti c al r ol e i n  w o u n d  h e ali n g, 

i n cl u di n g sti m ul ati n g  v a s o dil ati o n,  a n gi o g e n e si s  a n d  br o a d 

a nti mi cr o bi al  a cti vit y. 

•  D e pl o y m e n t  o f N O  a s  a  t o pi c al tr e at m e nt  h a s  tr a diti o n ally 

b e e n  c h all e n gi n g  d u e t o  N O’s s h ort  h alf-lif e. 

•  T h e  mi cr o f o a m- b a s e d  m e a n s  of  N O  g e n er ati o n, tr a n s p ort 

a n d  e x o g e n o u s  a p pli c ati o n t a k e s f ull  a d v a nt a g e  of  N O’s 

p ot e nti al t o  e n g a g e  a n d  di sr u pt  bi ofil m s,  d e str o y  b a ct eri al 

p at h o g e n s,   a n d   s er v e   a s   a  r e al-ti m e   e x o g e n o u s   N O  

s u p pl e m e nt ati o n  a g e nt f or  c hr o ni c  w o u n d s. 

•  A ci difi e d   nitrit e  f o a m  ( A N F)   si g nifi c a ntl y  r e d u c e d  t h e  

c ol o n y-f or mi n g  u nit s  p e r  s q u ar e  c e nti m etr e  ( C F U/ cm 2 )  o f 

e a c h  mi cr o b e t e st e d  aft er  5  mi n ut e s  of tr e at m e nt. 

•  P s e u d o m o n a s   a e r u gi n o s a ,  S t a p h yl o c o c c u s   a u r e u s , 

St a p h yl o c o c c u s  e pi d er mi di s   a n d   Pr ot e u s  mir a bili s   s e e m  

p arti c ul arl y s u s c e pti bl e t o  N O  a nti mi cr o bi al  a cti o n s. 

R E F L E C TI V E  Q U E S TI O N S 

•  C a n t h e s e i n  vitr o r e s ult s tr a n sl at e t o i m pr o v e d  w o u n d 

h e ali n g i n  h u m a n s ? 

•  C o ul d  A N F  b e t h e  a nti mi cr o bi al  s ol uti o n f or  m a n a gi n g 

bi ofil m s ? 

•  H o w  b e n efi ci al  w o ul d  a  5- mi n ut e tr e at m e nt  of t o pi c al  N O 

b e f or  p ati e nt s  s uff eri n g  wit h  p ai nf ul  a n d  c o stl y  c hr o ni c 

w o u n d s ? 

I N T R O D U CTI O N 

C hr o ni c  w o u n d s  ar e  c o m pl e x  a n d i nfl a m m at or y i n  n at ur e. 

Hi g h  w o u n d  bi o b ur d e n  a n d t h e  d e v el o p m e nt  of  p ol y mi cr o bi al 

bi ofil m s r e s ult i n  p at h ol o gi c all y  pr ol o n g e d i nfl a m m ati o n 

w hi c h  pl a y s  a si g nifi c a nt r ol e i n t h e  di sr u pti o n  of t h e  n or m al 

h e ali n g  c a s c a d e  a n d  w o u n d  c hr o ni cit y 1, 2 .  H o w e v er, t h e s e 

m a y  b e  o v er c o m e  b y  b a ct eri ci d al tr e at m e nt s, s u c h  a s t h at  of 

nitri c  o xi d e ( N O),  w hi c h i s  pr o d u c e d  a n d  u s e d  b y t h e  b o d y t o 

c o m b at  bi ofil m-f or mi n g  b a ct eri a  c ol o ni e s. 

Bi ofil m s  ar e  b a ct eri a li vi n g i n  h et er o g e n e o u s,  m ulti c ell ul ar 

c o m m u niti e s  e n c a p s ul at e d i n  s elf- pr o d u c e d  e xtr a c ell ul ar 

p ol y m eri c s u b st a n c e s ( E P S). 1, 3 T h e  bi ofil m’s  pr ot e cti v e  p ol y m er 

m atri x   pr o vi d e s   a n   o pti m al   e n vir o n m e nt  f or   b a ct eri a  t o  

e v a d e  h o st i m m u n e r e s p o n s e  a n d  a nti mi cr o bi al  a cti o n.  O n c e 

e st a bli s h e d, t h e s e  bi ofil m  c ol o ni e s  s urr o u n d t h e m s el v e s  b y 

fr e e  s wi m mi n g  pl a n kt o ni c  c ell s  di s p er s e d t o  c ol o ni s e  n e w 
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h a bit at s .4, 5 W h e n  c o m p ar e d t o t h eir  pl a n kt o ni c  c o u nt er p art s, 

bi ofil m  c ol o ni e s  g e n er all y  e x hi bit  gr e atl y i n cr e a s e d r e si st a n c e 

a n d  u p t o  1 0, 0 0 0 ti m e s  hi g h er t ol er a n c e t o i m m u n e  d ef e n c e s, 

bi o ci d e s  a n d  a nti bi oti c s, t h u s l e a di n g t o  c hr o ni c i nf e cti o n s 3, 4 . 

F or t hi s r e a s o n,  eff e ct u al  m o d e s  of  a cti o n f or  er a di c ati o n 

of   bi ofil m s   m u st  i n cl u d e   a   p ot e nti at e d   br o a d   s p e ctr u m  

a nti mi cr o bi al  m e c h a ni s m. 6 – 8 

N O i s  a n  e n d o g e n o u s  g a s otr a n s mitt er t h at  pl a y s  a  vit al r ol e 

i n  w o u n d  h e ali n g.  T h e r e p ort e d  a n d  pr e vi o u sl y  d e m o n str at e d 

b a ct eri ci d al  c a p a bilit y  of  N O  g a s s u p p ort s  m yri a d r e a s o n s f or 

it s  cli ni c al  a p pli c ati o n.  C o m m o n  e x o g e n o u s  a p pli c ati o n s  of  N O 

r el y  o n  s o m e f or m  of  a ci difi e d  nitrit e f oll o wi n g t h e  p at h w a y 

s h o w n i n t h e  e q u ati o n s  b el o w. 9, 1 0 

2  N O 
2 
  + 2 H+ →  N 

2 
  O 

3 
+ H 

2 
  O 

2  N 
2 
  O 

3 
→  N O 

2 
+ N O 

E m er gi n g  e vi d e n c e  s u g g e st s t h at  N O  c a n i n d u c e  bi ofil m 

di s p er s al,  i n cr e a s e   b a c t eri a   s u s c e pti bilit y  t o   a nti bi oti c  

tr e at m e nt,  a n d i n d u c e  c ell  d a m a g e  or  c ell  d e at h  vi a t h e 

f or m ati o n  of r e a cti v e  o x y g e n  or r e a cti v e  nitr o g e n  s p e ci e s 3 . 

T h e  a nti mi cr o bi al  a cti vit y  of  N O i s  d u e t o  b ot h  nitr o s ati v e 

a n d  o xi d ati v e  m e c h a ni s m s  w hi c h  e v e nt u all y r e s ult i n t h e 

pr o d u cti o n  of  di nitr o g e n tri o xi d e ( N
2
O

3
)  a n d  p er o x y nitrit e 

( O N OO – ).1 1, 1 2 Di nitr o g e n tri o xi d e i n d u c e s  D N A  d e a mi n ati o n, 

w hil e  p er o x y nitrit e  c a u s e s  m e m br a n e li pi d  p er o xi d ati o n. 1 3, 1 4 

T h e f ull  a d v a nt a g e  of  N O tr e at m e nt  c a n  b e  a c c e s s e d  o n  sit e 

b y  a p pl yi n g t h e  a ci difi e d  nitrit e  a s  a f o a m ( A N F). 1 5, 1 6 I n t hi s 

c o nt e xt,  a f o a m i s i d e all y  c o m pri s e d  of  mi cr o  b u b bl e s  of  g a s 

s urr o u n d e d  b y t hi n fil m s  of li q ui d  a n d s urf a ct a nt.  Pr e s e nti n g 

a n  A N F r e q uir e s  mi xi n g  of  o n e f o a m  d eri v e d fr o m  a li q ui d 

s ol uti o n  of  a ci d,  s urf a ct a nt  a n d  w at er,  a n d  a  si mil ar f o a m 

d eri v e d fr o m  a  s ol uti o n  of  nitrit e  s alt,  s urf a ct a nt  a n d  w at er, 

di s p e n s e d   b y   a   h a n d   p u m p  t h at   cr e at e s   a  f o a m   w h e n  

d e pr e s s e d. 

T h e s e   b u b bl e s   ar e   c o m pri s e d   of   a  t hi n  l a y er   of   w at er  

s a n d wi c h e d  b et w e e n l a y er s  of s urf a ct a nt  m ol e c ul e s.  B e c a u s e 

t h e   b u b bl e   w all s   ar e   c o m pri s e d   pri m aril y   of   w at er   a n d  

s urf a ct a nt, t h e  a ci d  a n d  nitrit e f o a m s  e a sil y  c o al e s c e  w h e n 

mi x e d,  e x p o si n g t h e r e a ct a nt s t o  e a c h  ot h er. I m p ort a ntl y, 

t h e   N O   pr o d u ct  t h at  i s   pr o d u c e d  i s   e n g ulf e d  i n si d e  t h e  

b u b bl e  w all,  w hi c h f or m s  a  cl u st er  of  ultr a t hi n fil m e d  b u b bl e s 

c o nt ai ni n g  N O.  T h e s e  b u b bl e s  cr e at e  a n ‘ airti g ht  n et’ t h at 

pr e v e nt s t h e  e ntr a p p e d  N O fr o m  e s c a pi n g t o t h e  a m bi e nt  air 

d uri n g f or m ati o n  a n d  pr o m ot e s tr a n s p ort  of  N O t o t h e ti s s u e 

sit e  o n  w hi c h t h e  N O  b u b bl e s  ar e  a p pli e d,  a s ill u str at e d i n 

Fi g ur e  1. 

M E T H O D S 

T o  a d dr e s s t h e  c h all e n g e s r e p ort e d  h er ei n,  a  mi cr o f o a m-

b a s e d  m e a n s  of  N O  g e n er ati o n, tr a n s p ort  a n d  e x o g e n o u s 

a p pli c ati o n  a s r e p ort e d i n t w o  U S  P at e nt s  w a s  u s e d. 1 7, 1 8   A 

s eri e s  of  e x p eri m e nt s  w er e  d e si g n e d t o t e st  w h et h er t h e 

eff e cti v e n e s s  of  A N F i s  e q u al t o  or  gr e at er t h a n t h at r e p ort e d 

b y  ot h er  m o d e s  of  a cti o n  at  di sr u pti n g  s p e cifi c  bi ofil m s  a n d 

killi n g t h eir r e s p e cti v e  mi cr o bi al  p at h o g e n s. 

T h e t e sti n g  w a s  c o n d u ct e d  b y t h e  M e di c al  Bi ofil m s  L a b or at or y 

( M B L)  of t h e  C e nt er f or  Bi ofil m  E n gi n e eri n g ( C B E)  at  M o nt a n a 

St at e  U ni v er sit y.  Bi ofil m s  w er e  cr e at e d  u si n g  a n i n  vitr o  m o d el 

s y st e m,  Dri p  Fl o w  Bi ofil m  R e a ct or ® ( D F R  1 1 0- 6,  Bi o s urf a c e 

T e c h n ol o gi e s  C or p.,  B o z e m a n,  M T).  T h e  D F R ( Fi g ur e  2) i s 

d e si g n e d t o  m o d el  a l o w  s h e ar  e n vir o n m e nt  a n d  h a s  b e e n 

a p pr o v e d   b y   A S T M   a s   a   st a n d ar d   m et h o d  f or   gr o wi n g  

Ps e u d o m o n as  a er u gi n os a   bi ofil m s ( m et h o d  E- 2 6 4 7- 2 0).  T e sti n g 

w a s  p erf or m e d  u si n g t h e  m o difi e d  pr o c e d ur e  d e s cri b e d  b el o w 

b e c a u s e t hi s  pr o c e d ur e  w a s f o u n d t o  b e  m or e r el e v a nt t o t h e 

tr e at m e nt  of  w o u n d  bi ofil m s. 

Alt h o u g h   n u m er o u s  i n  vitr o   w o u n d   m o d el s   h a v e   b e e n  

pr o p o s e d,  n o n e  h a v e  b e e n  cli ni c all y  v ali d at e d t o  pr e di ct 

eff e cti v e n e s s  of  a nti- bi ofil m tr e at m e nt s.  T h e  D F R  m et h o d 

f or  bi ofil m  gr o wt h  u s e d i n t hi s st u d y  w a s  b a s e d  o n  a n  A S T M 

st a n d ar d  m et h o d ( E- 2 6 4 7- 2 0) t h at  w a s  v ett e d t hr o u g h t h e 

A S T M   pr o c e s s,  i n cl u di n g  t h e   e v al u ati o n   of  r e p e at a bilit y  

a n d r e pr o d u ci bilit y  b a s e d  o n r e s ult s fr o m  1 0 i n d e p e n d e nt 

l a b or at ori e s.  F or t hi s st u d y,  c h a n g e s t o t h e st a n d ar d  m et h o d 

w er e  m a d e t o  b ett er r e pr e s e nt t h e  w o u n d  mi cr o e n vir o n m e nt, 

i n cl u di n g   a   c oll a g e n- c o at e d   s urf a c e.   T h e   D F R   c er t ai nl y  

c a pt ur e s  o n e  of t h e  m o st i m p ort a nt  c h ar a ct eri sti c s  of  bi ofil m s, 

t ol er a n c e t o  a nti bi oti c s 1 9   a n d  ot h er  a nti mi cr o bi al  a g e nt s. 2 0 

T h e  D F R  h a s  al s o r e c e ntl y  b e e n  u s e d t o t e st  ot h er  w o u n d  c ar e 

pr o d u ct s. 2 1 

P at h o g e n s 

T e sti n g  w a s  p erf or m e d  o n  bi ofil m s  of  P.  a er u gi n os a  M B L  Str ai n 

S W R  2 1 5 ( a  cli ni c al  c hr o ni c  w o u n d i s ol at e  o bt ai n e d fr o m  a 

w o u n d  bi o p s y  b y t h e  S o ut h w e st  R e gi o n al  W o u n d  C e nt er 

i n  L u b b o c k,  T X  a n d  pr e s er v e d  b y t h e  M B L), A ci n et o b a ct er 

b a u m a n nii  ( A T C C  B A A- 1 7 9 7), St a p h yl o c o c c u s  a ur e u s  ( A T C C 

B A A- 1 5 5 6),  C a n di d a  al bi c a n s  ( A T C C  1 0 2 3 1), St a p h yl o c o c c u s 

e pi d er mi dis  ( A T C C  3 5 9 8 4),  a n d Pr ot e us  mir a bilis  ( A T C C  7 0 0 2). 

T h e s e str ai n s  ar e  m ai nt ai n e d  a s fr o z e n st o c k  c ult ur e s  at  – 8 0° C 

i n t h e  M B L. 

Tr e at m e nt s 

N O x y  H e alt h  Pr o d u ct s  s u p pli e d t h e  N O  pr o d u ci n g f o a m. 

T h e f o a m  w a s  o bt ai n e d  a s  a  mi xt ur e  of t w o  c o m p o n e nt s 

( a  s ol uti o n   A  a n d  a  s ol uti o n  B)  c o nt ai n e d i n  s e p ar at e f o a m 

p u m p s.   S ol uti o n    A   c o m pri s e d   a   s ol uti o n   of   citri c   a ci d.  

S ol uti o n  B   c o m pri s e d   a   s ol uti o n   of   s o di u m   nitrit e.   B ot h  

c o nt ai n e d  a  p orti o n  of  s urf a ct a nt.  T h e  st e p s t o  a p pl y  a n 

e x o g e n o u s  N O f o a m tr e at m e nt  ar e li st e d  b el o w. 

Fi g ur e  1.  Gr a p hi c s h o wi n g  A N F  d eli v er y  of  N O  g as 

Fi g u r es 

Fi g u r e  1 :  Gr a p hi c s h o wi n g  a ci difi e d  nitrit e f o a m  d eli v er y  of  N O  g as. 

N O  

S M A L L  V O L U M E  O F 
U N A B S O R B E D  G A S  

D O S A G E  G A S  
DI F F S U E D  I N TO 
TI S S U E  

LI B E R A T E D  N O  G A S  
DI F F U S E D  I N TO  
TI S S U E S  
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1.  Di s p e n s e   a n   a m o u n t   of   S ol u ti o n    A  f o a m  i n t o   a n  

a p pr o pri at e  c o nt ai n er  b y  d e pr e s si n g t h e  S ol uti o n  A  p u m p 

h e a d  c o n si st e ntl y  a n d  bri s kl y. 

2.  Di s p e n s e  a n  a m o u nt  of  S ol uti o n  B f o a m i nt o t h e  s a m e 

c o nt ai n er   b y   d e pr e s si n g  t h e   S ol uti o n   B   p u m p   h e a d  

c o n si st e ntl y  a n d  bri s kl y. 

3.  U si n g  a  pl a sti c  p a d dl e  or  mi xi n g t o ol,  stir t h e t w o f o a m s 

vi g or o u sl y f or  5  s e c o n d s t o  mi x. 

4.  A p pl y t h e  mi x e d  N O f o a m  b y  p o uri n g t h e f o a m  o ut  of t h e 

c o nt ai n er  o nt o t h e sit e  or  u si n g  a s p at ul a/ s p o o n f or  a  m or e 

m e a s ur e d/ pr e ci s e  pl a c e m e nt  of t h e f o a m. 

Bi ofil m  gr o wt h 

Si x- c h a n n el   D F R s,   e q ui p p e d   wit h   h y dr o x y a p atit e-   a n d  

c oll a g e n- c o at e d ( H A C)  gl a s s  c o u p o n s,  w er e  o p er at e d  at  3 3° C 

( a p pr o xi m at e  w o u n d t e m p er at ur e)  u n d er  a er o bi c  c o n diti o n s. 

H y dr o x y a p atit e- c o at e d  gl a s s  sli d e s,  pr e p ar e d  b y  Cl ar k s o n 

C hr o m at o gr a p h y,   w er e   c oll a g e n- c o at e d   u si n g   a   c o ati n g  

m atri x   kit  ( Lif e   T e c h n ol o gi e s   C or p or ati o n)  f oll o wi n g  t h e  

m a n uf a ct ur er’s i n str u cti o n s. 

A p pr o xi m at el y  2 0  mi n ut e s  pri or t o i n o c ul ati o n,  st eril e  m e di a 

( 1 %- str e n gt h  br ai n- h e ar t i nf u si o n  br ot h  wit h  0. 5 %  a d ult 

b o vi n e s er u m)  w a s  dri p p e d i nt o  e a c h  c h a n n el  a n d  all o w e d t o 

c oll e ct  o v er t h e  c o u p o n s.  A  c o n diti o ni n g l a y er  o n t h e s urf a c e 

of t h e  c o u p o n s  w a s  o b s er v e d t o f or m. 

E a c h  c h a n n el  of t h e r e a ct or  w a s t h e n i n o c ul at e d  wit h  1 m L 

of  a n  o v er ni g ht  c ult ur e  of t h e t e st  or g a ni s m  c o nt ai ni n g 

a p pr o xi m at el y   8 x 1 0 1 0   C F U   p er   m L  f or  t h e   b a c t eri a   a n d  

a p pr o xi m at el y  7 x 1 0 1 0   C F U  p er  m L f or t h e  y e a st.  T h e r e a ct or 

w a s t h e n  s et  at  a  1 0°  a n gl e  a n d  st eril e  m e di a  w a s  dri p p e d 

t hr o u g h t h e r e a ct or  at  a r at e  of  1 0 m L/ hr  p er  c h a n n el f or 

7 2  h o ur s t o  mi mi c t h e r el ati v el y  sl o w fl ui d fl o w  of  w o u n d 

e x u d at e. 

Bi ofil m tr e at m e nt  a n d  s a m pli n g 

F or tr e at m e nt, fl o w t o t h e  D F R  w a s  h alt e d  a n d t h e  mi x e d 

N O f o a m  or i n di vi d u al  s ol uti o n  A  a n d  B f o a m s  w er e  a p pli e d 

a s  dir e ct e d t o  a  c o u p o n.  E n o u g h  of t h e f o a m  w a s  a p pli e d 

t o  c o m pl et el y  c o v er t h e  e ntir e  D F R  c o u p o n ( a p pr o xi m at el y 

2 0 m L  of f o a m).  B ef or e  a p pl yi n g t h e f o a m s, t h e  u ntr e at e d 

c o ntr ol  c o u p o n  w a s r e m o v e d fr o m t h e  D F R  a n d  a n al y s e d  b y 

pl at e  c o u nt,  a s  d e s cri b e d  b el o w.  F oll o wi n g t h e  c o nt a ct ti m e, 

t h e  c o u p o n( s)  w er e r e m o v e d fr o m t h e  D F R  a n d ri n s e d  wit h 

p h o s p h at e- b uff er e d s ali n e ( P B S) t o r e m o v e r e si d u al f o a m  a n d 

u n att a c h e d  b a ct eri a. 

Vi a bl e  pl at e  c o u nt s 

T h e  n u m b er  of  vi a bl e  b a ct eri a  o n  e a c h  of t h e  c o u p o n s  w a s 

d et er mi n e d  b y  vi a bl e  pl at e  c o u nt.  Aft er ri n si n g, t h e  c o u p o n s 

w er e   pl a c e d  i n   1 0 m L   of   2 X- str e n gt h   D e y- E n gl e y  ( D / E)  

n e utr ali s ati o n  br ot h.  Bi ofil m  o n t h e  c o u p o n s  w er e  s cr a p e d 

a n d ri n s e d  wit h t h e  D/ E, t h e n  s o ni c at e d ( 3 0  s e c o n d s i n  a 

5 0 m L   c o ni c al   c e ntrif u g e  t u b e   at   6 0 k H z  i n   a n   ultr a s o ni c  

cl e a n er  M o d el  C S U 3 H E,  T utt n a u er,  H a u p p a u g e,  N Y),  v ort e x e d 

( 2    mi n ut e s),  a n d  s o ni c at e d ( 3 0  s e c o n d s) t o f urt h er r e m o v e 

a n d  di s a g gr e g at e t h e  bi ofil m s.  T h e  bi ofil m s u s p e n si o n s  w er e 

t h e n s eri all y  dil ut e d  wit h  P B S  a n d  pl at e d  o n  Tr y pti c  S o y  A g ar 

( T S A).  T h e  pl at e s  w er e t h e n i n c u b at e d  at  3 7° C f or  2 4 – 4 8  h o ur s, 

f oll o wi n g  w hi c h t h e  n u m b er  of  C F U  w er e  c o u nt e d.  B a s e d 

o n t h e  dil uti o n  a n d  s urf a c e  ar e a  of t h e  sli d e, t h e  n u m b er 

of  C F U  p er  u nit  ar e a  w a s  c al c ul at e d  a n d l o g arit h mi c all y 

( b a s e  1 0) tr a n sf or m e d.  L o g  diff er e n c e s  b et w e e n t h e tr e at m e nt 

a n d  u ntr e at e d  c o ntr ol  bi ofil m s  w er e  c al c ul at e d f or  e a c h 

e x p eri m e nt s et.  E a c h  C F U/ c m 2   m e a s ur e m e nt  w a s r e p ort e d  a n d 

i s  a v ail a bl e  u p o n  q u alifi e d r e q u e st. 

R E S U L T S 

F o r  e a c h  t e st  or g a ni s m , t he  vi a bl e  pl at e  c o u nt s  in  C F U/ c m 2 

f or  a n  u ntr e at e d  c o ntr ol ( n o tr e at m e nt),  a  S ol uti o n   A f o a m 

tr e at m e nt,  a  S ol uti o n  B f o a m tr e at m e nt,  a n d t h e  N O f o a m 

mi xt ur e tr e at m e nt s  w er e  m e a s ur e d.  T h e  N O f o a m tr e at m e nt s 

w er e   a p pli e d  t o  t hr e e   c o u p o n s  i n  t h e   D F R.   T h e s e   si x  

m e a s ur e m e nt s  c orr e s p o n d e d t o t h e si x  pl at e s i n t h e  D F R.  All 

f o a m tr e at m e nt s l a st e d  5  mi n ut e s. 

T o  d et er mi n e if t h er e  w er e  diff er e n c e s i n t h e  C F U/ c m 2   b et w e e n 

t h e  n o-tr e at m e nt  or  c o ntr ol tr e at m e nt s  v er s u s t h e  ot h er 

tr e at m e nt s,  a n  A N O V A  a n al y si s  w a s  c o n d u ct e d  u si n g t h e 

T u k e y  H o n e st  St ati sti c  Diff er e n c e ( H S D) t e st  o n J M P  1 6. 1 ( S A S 

I n stit ut e I n c.). 

Fi g ur e  3  s h o w s t h e  c o ntr ol  a n d  e a c h tr e at m e nt  C F U/ c m 2 

f or  e a c h  or g a ni s m t e st e d.  T a bl e  1  s u m m ari s e s t h e  a v er a g e 

l o g r e d u cti o n  b et w e e n t h e  c o ntr ol  a n d t h e  5- mi n ut e  N O 

Fi g u r e  2:   S c h e m ati c  of t h e  Dri p  Fl o w  R e a ct or 

  

Fi g ur e  2.  S c h e m ati c  of t h e  D F R 

Mi cr o b e  n  A v er a g e l o g 
r e d u cti o n 

St a n d ar d 
d e vi ati o n 

Pr o b a bilit y 

P.  a er u gi n os a 6  5. 8 0. 5  < 0. 0 0 1 

A.  b a u m a n nii 6  2. 9 0. 5  < 0. 0 0 1 

S.  a ur e us 3  4. 4 1  < 0. 0 0 1 

C.  al bi c a ns 6  1. 8 0. 6  < 0. 0 0 1 

S.  e pi d er mi dis 3  4. 0 0. 2  < 0. 0 0 1 

P.  mir a bilis 3  3. 1 0. 3  < 0. 0 0 1 

T a bl e  1.  Mi cr o b es t est e d, t h e  n u m b er  of t ests, t h e  a v er a g e l o g r e d u cti o n  of 
C F U/ c m 2 ,  o n e st a n d ar d  d e vi ati o n  of t h e  a v er a g e,  a n d t h e  pr o b a bilit y t h at t h e 
r e d u cti o n is  n ot si g nifi c a nt 

M ir n n ert V al v e 

S e pt u m 

B a ct eri al  A ir V e nt 

Sl id e C o u p o n 

O -rin g 
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Fi g ur e  3.  L o g  C F U/ c m 2   b ar  c h art  of  p at h o g e n t ests 

A: P. a e m gi n os a 

• •• • • • 
1 e + 1 0 ' ' 

1 @ + 9 

1 e + 8 

" e 
1 e + 7 

u 1 e + 6 ..... 
::, ... 
u 1 e + S 

• 
1 e + 4 

i e.-3 

1 e + 2 

1 e + 1 
U ntr e at e d  A F o a m 8  F o a m  N O F o a m 

C o ntr ol 
Ei d! «r « b at ~ o o nstr u c 1l' d usi n g 1 s ~ d d e v wlti o n fr o m I N m H n. 

• i n di c at es s u 1 1i. s 1il x 1I ,iiff e r e n c efr o m c o mr of 
• • i 1 1 d h:.t11 e s  .~ 1 mi sti c( 1/ diff <tr e n c e Jl. 1 1 1t N O 1 n ¥ 1t m <'l 1t . 

C: S . a ure u s 

h + 1 0 

1t + 9 

1 e + 8 • •• 

1 e + 7 

e 1 e + 6 -:: :, 
l e + S ... 

V 

1 e + 4 • 

, • • 3 

1 e + 2 

1 e + 1 

U ntr e at e d  A F o a m 8 F o a m N O  F o a m 

C o ntr ol 
h e h err or b,r i s < o n st n.l dl' d ui; " " 9 l st o n d. w d ~f, o mlti e! N' >l n 

• i u cli c(ll es ,' >t ati. wi c < JI diff e n m c ef,- 0 1 1 1 ,· o ntr ol 
• • i 1 1 di ct1t es st misti c o/ tliff er er J Ct, fr o m N O t n• at m e m. 

E: S . e pi d er mi dis 

1 e + 1 0 

1 o + 9 

l e+ a 

1 e • 7 
· e 

1 e + 6 u 

' :, 
l e+ S ... 

V 

• 

1 e + 4 

1 e + 3 

1 e + 2 

1 e + 1 

U ntr e at e d A F o a m 8 F o < 1 m N O F o a m 

C o ntr ol 
( a c hffl' Of b. w l s c o n str u n e d. nl'"'!I' t s! M'l d.:ir d dr w.tlti o n  fr o, n l h e l M.- n. 

• i n di cill es st atisti c al dif{t lr e u c e/ r o m c o mr ol 
• • h uli c at es  st ati.sti c al di e r e u c e m m N O tr e a m 1 e m. 

8: A. b a u m a n n ii 

1t + 1 0 

1 e + 9 

1 e + 8 

1 e + 7 

e 
1 e + 6 u ..... 

:, • 
1 e + S • 

V 

I 
1t + 4 

1 e + 3 

1 e + 2 

1t + 1 
U ntrt at e d A f oa m 8 F o a m  N O F o a m 

C o ntr o l 
l o d! m or b w & C Of! W u e! e d u sl n g 1 st v a ci,r d d N w ci o, fr o mt h el M-' n. 

• i ntli c m es s wtisti c a/ diff er e n c e fr o m c o mr ol 
• • i n di c mt >s s u 1 1ls1i ct d diff e, ·e, u: efr o m  N O  rr e m m e m. 

D : C . al bi c a ns 

1 e + 9 

1 e + 8 

1t + 7 

e 1 e + 6 u ..... 
:, ... l e+ S 
V 

1t + 4 

1 e + 3 

1 e + 2 

l e +l 
U ntr ot e d A F o a m 8 F.,. m N O F o a m 

C o ntr o l 
( o KII e 1 1 or b. w b ~ u sli, g 1 sl.- 1. ar d ci e Y utl or, lr a mt h e m e, n. 

• i n dfr:(ll es s wtisti c al difl' e n!. u c efr o m  c o mr ol 
0 i 1 1 di c ct 1 es st alisti c al ,tiff er e m: ef,·0 1 1 1 N O tr e <ll m e nt. 

F : P. mi.r a bili s 

1 e + 1 0 

1 e + 9 

1 e + 8 • 
1 e + 7 

· e 
1 e + 6 u 

' :, 
1 e + S ... 

V 

• 

1 e + 4 

1 e + 3 

1 e + 2 

lt+ l 

U ntr ut ~ A  F o a m 8  F o a m N O F o a m 

C o ntr o l 
(, c h ttt or bl, i,- < O n, W U C" 1 e d 1. 1 1i n g l sl M' Kl,r d ~l ori ft o, n t h e ll'lt"IIII. 

• i n di c at es .\ Wti!ili c"I diff er e n c e f r o m C < mfr ul 

• • i u di c a U. >-s st atisti ct,/ tli Q'i!r e n c(• f r o m J't/ 0 1r e m m e 1 1 1. 
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f o a m tr e at m e nt.  Si n c e  a  5- mi n ut e tr e at m e nt  of  N O f o a m 

w a s  si g nifi c a nt f or  all  or g a ni s m s t e st e d,  T a bl e  1  al s o li st s t h e 

pr o b a bilit y t h at t h e  m e a s ur e d  diff er e n c e i s  n ot si g nifi c a nt f or 

e a c h  mi cr o b e t e st e d. 

A N F si g nifi c a ntl y r e d u c e d t h e  C F U/ c m 2   of  e a c h  mi cr o b e t e st e d 

aft er  5    mi n ut e s  of tr e at m e nt.  T h e  P.  a er u gi n o s a ,  S.  a ur e u s , 

S.  e pi d er mi dis   a n d P.  mir a bilis  s e e m  p arti c ul arl y s u s c e pti bl e t o 

N O  a nti mi cr o bi al  a cti o n s.  T h e  A.  b a u m a n nii   bi ofil m  w a s l e s s 

s u s c e pti bl e ( 2. 9  a v er a g e l o g r e d u cti o n),  a n d t h e  C.  al bi c a ns 

bi ofil m  w a s t h e l e a st  v ul n er a bl e ( 1. 8  a v er a g e l o g r e d u cti o n), 

w hi c h i s  c o n si st e nt  wit h t h e l ar g e  v ol u m e  of r e s ult s  of  a ci difi e d 

nitrit e  g el s/ cr e a m s  a n d  N O i n  g e n er al. 

DI S C U S SI O N 

N O i s  e m er gi n g  a s  a  pr o mi si n g,  n o v el  a p pr o a c h t o r e g ul ati n g 

i nfl a m m ati o n,  er a di c ati n g  b a ct eri al i nf e cti o n s,  a n d tr e ati n g 

a nti bi oti c r e si st a nt  b a ct eri a  a n d  bi ofil m i nf e cti o n s. 3, 8, 1 1, 1 2, 2 2   N O 

off er s  br o a d- s p e ctr u m  p ot e nti al  a cr o s s  a r e pr e s e nt ati v e r a n g e 

of  p at h o g e n s.  Alt h o u g h it  h a s  b e e n r e p ort e d t h at  c ar e  m u st 

b e t a k e n i n it s  cli ni c al  u s e,  N O’s  a bilit y t o  e x o g e n o u sl y  di sr u pt 

bi ofil m s  a n d  d e str o y  pl a n kt o ni c  b a ct eri a i s fi n di n g it s  w a y i nt o 

t h e lit er at ur e  wit h i n cr e a si n g fr e q u e n c y. 3, 7, 1 1, 1 2, 2 3, 2 4 

R e c e n t  d e v el o p m e nt s  in  N O  h a v e  pr o v e n  it  to  b e  a  n o v e l 

a p pr o a c h t o t h e tr e at m e nt  of  a nti bi oti c r e si st a n c e  a n d  bi ofil m 

er a di c ati o n. 3, 4, 2 5 – 2 9   H o w e v er, t h e  u s ef ul n e s s  of  N O  o n  bi ofil m s i s 

d o s e- d e p e n d e nt  a n d i s t h er ef or e  b a s e d  o n t h e  eff e cti v e n e s s 

of t h e  d eli v er y  m et h o d.  N O fr o m  v ari o u s  d o n or s  a n d  d o s e s 

h a v e  b e e n s h o w n t o i n hi bit  bi ofil m f or m ati o n  a s  w ell  a s i n d u c e 

bi ofil m  di s p er s al  a n d  p ot e nti at e  a nti bi oti c  or  a nti mi cr o bi al 

tr e at m e nt i n  Gr a m- n e g ati v e  b a ct eri a, i n cl u di n g P.  a er u gi n os a, 

a n d t h e  Gr a m- p o siti v e  b a ct eri u m,  S.  e pi d er mi dis ,  a s  w ell  a s t h e 

f u n g al i nf e cti o n, C.  al bi c a ns . 2 8 – 3 2  I n  vitr o,  ~ 1 7 0. 2 n m ol  N O/ m g  of 

N O-r el e a si n g  c hit o s a n fil m si g nifi c a ntl y  d e cr e a s e d  m et hi cilli n 

r e si st a nt S.  a ur e us  ( M R S A)  vi a bilit y  b y  m or e t h a n  3 l o g i n  vitr o, 

r e d u c e d  bi ofil m  bi o m a s s  a n d i m pr o v e d  w o u n d  h e ali n g  b y 

a p pr o xi m at el y s e v e n ti m e s t h at  of  n o n- N O-r el e a si n g  c hit o s a n 

c o ntr ol s .3 3   C o n v er s el y, S.  a ur e us   di s pl a y e d i n cr e a s e s i n  bi ofil m 

bi o m a s s   w h e n   e x p o s e d  t o   0. 9 – 2 µ M   of   N O N O at e,   w hil e  

bi ofil m s  w er e r e d u c e d  at  1 2 5 – 1 0 0 0 µ M  of  N O N O at e. 3 1, 3 4   N o 

st u di e s  w er e i d e ntifi e d t h at  d e m o n str at e d  bi ofil m  di s p er s al 

f or A.  b a u m a n nii  a n d  P.  mir a bilis,   b e y o n d t h e  w or k  pr e s e nt e d i n 

t hi s  m a n u s cri pt. 

C o n v er s el y,  N O’s  d e pl o y m e nt  a s  a t o pi c al  m o d e  of  a cti o n 

r e m ai n s  e xtr e m el y  c h all e n gi n g.  T h e s e  diffi c ulti e s  oft e n  ari s e 

fr o m  v ari o u s  c h all e n g e s i n  a p pl yi n g  a  g a s t o  a  w o u n d.  M a s s 

tr a n sf er f a ct or s i m p a ct  N O  a p pli c ati o n  at t h e  p oi nt  of  c ar e 

a n d i n cl u d e t h e  u s er’s i n a bilit y t o  c o ntr ol  d e sir e d tr e at m e nt 

v e ct or s  a s s o ci at e d  wit h t h e  a p pli e d  g a s ( e. g.,  h o w t o f or c e 

t h e  dir e cti o n  of tr a v el  of t h e  g a s i nt o  a n d  n ot  a w a y fr o m 

aff e ct e d ti s s u e s  o n c e  a p pli e d).  A r el at e d f a ct or i s t h e l a c k  of  a 

r e a s o n a bl e  m e a n s  of  c o ntr ol  o v er  dri vi n g  p ot e nti al s  s u c h  a s 

pr e s s ur e  or  c o n c e ntr ati o n  diff er e nti al s r e q ui sit e f or  diff u si o n 

i nt o  bi ofil m ti s s u e s.  A d diti o n all y, t h e i n e vit a bl e i s ol ati o n  or 

str a n di n g  of  pi c o- t o  n a n o si s e d  b u b bl e s  of t h e  N O  m ol e c ul e 

wit hi n str atifi e d  vi s c o u s l a y er s  of  c o m m o n  g el ati n o u s  c arri er s, 

e m pl o y e d  in  m o s t  e x o g e n o u s  tr e at m e nt  r e gi m e n s, ar e  al s o 

a   gr e at   d et err e nt. 2 9, 2 0 T h e s e  f a ct or s  r e d u c e   p ot e nti al   N O  

c o n c e ntr ati o n  w h e n  u s e d  a s  a n  e x o g e n o u s s u p pl e m e nt.  N O’s 

r e a cti vit y  al s o i m p o s e s li mit ati o n s  o n it s  m o d e  of  a p pli c ati o n. 

N O’s  s h or t  h alf-lif e,  w hi c h  m e a s ur e s  o nl y  s e c o n d s  w h e n 

e x p o s e d t o  a m bi e nt  c o n diti o n s, f urt h er r e d u c e s t h e  p ot e nti al 

N O  c o n c e ntr ati o n  gr a di e nt  a n d i m p e d e s t h e  d eli v er y  of  N O t o 

t h e  w o u n d. 

T h e  N O  mi cr o  b u b bl e f o a m f or m ul ati o n  o v er c o m e s t h e s eri o u s 

diff u si o n  b arri er t h at i s  c a u s e d  b y  a  vi s c o u s  m a s s  of  g el  or 

cr e a m t o pi c al f or m ul ati o n s  of  N O.  G el s  a n d  cr e a m s i m p e d e 

diff u si o n  of  N O  o ut  of t h o s e f or m ul ati o n s t o t h e  w o u n d  b e d. 

I n  c o ntr a st, t h e  N O f o a m  mi cr o  b u b bl e s  c o v er t h e  e ntir e 

w o u n d  s urf a c e,  e n s uri n g i nti m at e  c o nt a ct  wit h  a n d  s e ali n g 

off t h e  c o m pli c at e d  s urf a c e t o p ol o g y  of t h e  w o u n d fr o m 

a m bi e nt  air,  w hil e  si m ult a n e o u sl y r el e a si n g  a  pr e d et er mi n e d 

d o s a g e i n  dir e ct  pr o xi mit y t o t h e t ar g et e d  bi o b ur d e n.  T hi s 

m o d e  of  a cti o n  p ur p ort s t o  off er t h e  a d v a nt a g e s  a n d  n o n e 

of t h e  di s a d v a nt a g e s  pr e vi o u sl y  e n c o u nt er e d i n  e x o g e n o u s 

s u p pl e m e nt ati o n s. 

C O N C L U SI O N S 

T h e  d at a r e p ort e d  a b o v e  c o nfir m s t h at  A N F i s  a n  eff e cti v e 

a nti mi cr o bi al  a g e nt  a g ai n st t h e t e st e d  bi ofil m s.  T o  d at e, 

P . a er u gi n os a , A.  b a u m a n nii , S.  a ur e us , C.  al bi c a ns , P . mir a bilis , 

a n d  S.  e pi d er mi di s   bi ofil m s  w er e t e st e d  a g ai n st  a  5- mi n ut e 

tr e at m e nt   of   A N F   a n d   all  t h e   mi cr o b e s   e x p eri e n c e d   a  

si g nifi c a nt l o g r e d u cti o n i n  C F U/ c m 2   at l e a st  e q ui v al e nt t o 

or  gr e at er t h a n t h at  of  ot h er  m e a n s  of  N O  g a s  a p pli c ati o n. 

T h e s e r e s ult s  d e m o n str at e t h at  a  si n gl e,  5- mi n ut e tr e at m e nt 

of t o pi c al  N O  g a s f o a m  w a s  eff e cti v e i n si g nifi c a ntl y r e d u ci n g 

C F Us  of i n  vitr o  bi ofil m s. 

T hi s  st u d y  d e m o n str at e d t h at  e x o g e n o u s f o a m- b a s e d  N O 

s u p pl e m e nt ati o n  t o o k  f ull   a d v a nt a g e   of   N O’s   p ot e nti al  

t o   e n g a g e   a n d   di sr u pt   bi ofil m s   a n d   d e str o y   b a c t eri al  

p a t h o g e n s,   a n d   s u g g e s t s   t h a t  f o a m- b a s e d   N O   m a y  

b e  a  p oi nt  of  c ar e  s ol uti o n f or r e s c u e  of  c hr o ni c  w o u n d s 

st u c k i n t h e i nfl a m m ati o n  st a g e  of  w o u n d  h e ali n g  d u e t o 

hi g h  bi o b ur d e n  a n d  bi ofil m s.  E x o g e n o u s f o a m- b a s e d  N O 

s u p pl e m e nt ati o n   m a y   al s o   s er v e   a s   a  r e s o ur c e  i n  t h o s e  

i n st a n c e s  w h er e  e n d o g e n o u s  pr o d u cti o n  of  N O i s  s uffi ci e nt 

t o  st art  b ut  b e c o m e s i n s uffi ci e nt t o  c o m pl et e t h e  w o u n d 

h e ali n g  s e q u e n c e.  Gi v e n t h e  a d v a nt a g e s  of t h e  A N F  s y st e m 

a n d it s  eff e cti v e n e s s  d et ail e d  h er ei n, it i s  h o p e d t h at  A N F  will 

b e c o m e  a  pr ef err e d tr e at m e nt i n t h e  cli ni ci a n’s t o ol b o x t o fi g ht 

pl a n kt o ni c  a n d  bi ofil m i nf e cti o n s. 

Li mit ati o n s 

Bi ofil m s  w er e  gr o w n  u si n g  a  D F R  m o d el  b a s e d  o n t h e  A S T M-

a p pr o v e d  st a n d ar d  m et h o d  E- 2 6 4 7- 2 0 t o t e st  a nti- bi ofil m 

eff e cti v e n e s s.  Alt h o u g h  m o difi c ati o n s t o  A S T M  E- 2 6 4 7- 2 0  w er e 

m a d e t o  b ett er  mi mi c t h e  w o u n d  e n vir o n m e nt,  n o i n  vitr o 

m et h o d  h a s  b e e n  d e v el o p e d t h at  c a n  c o m pl et el y  c a pt ur e t h e 

i n  vi v o  c o m pl e xiti e s  of  a  w o u n d.  T h er e i s  n o i n  vitr o  w o u n d 

m o d el t h at  h a s  b e e n  v ali d at e d t o  pr e di ct t h e  eff e cti v e n e s s  of 

a nti bi ofil m  a g e nt s f or  h u m a n  c hr o ni c  w o u n d s. 

I n t h e  m et h o d  d e s cri b e d  h er ei n,  D/ E  n e utr ali si n g  br ot h i s 

u s e d f or  bi ofil m r e c o v er y  b e c a u s e it  c o nt ai n s  a  s urf a ct a nt 

( T w e e n    8 0)   w hi c h   h el p s   r e m o v e   a n d   di s p e r s e   t h e  

mi c r o o r g a ni s m s   a s   w ell   a s  i n a c ti v a ti n g   a   v a ri e t y   of  

a nti mi cr o bi al   a g e nt s.  I n a d e q u at e   n e utr ali s ati o n   c a n   b e  

i n di c at e d i n  pl at e  c o u nt r e s ult s,  wit h  n o  c o u nt s  at l o w  dil uti o n s 

b ut  c o u nt s  at  m e di u m t o  hi g h  dil uti o n s.  N o  e vi d e n c e  of t hi s 

w a s s e e n,  b ut t h e  n e utr ali si n g  eff e ct  of t h e  D/ E  br ot h  w a s  n ot 

v ali d at e d f or t hi s s p e cifi c f or m ul ati o n. 
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Hi st ori c all y,  s o m e  a nti mi cr o bi al tr e at m e nt s  h a v e  p erf or m e d 

w ell i n  a l a b or at or y  s etti n g  b ut  p erf or m l e s s  w ell  a g ai n st 

bi ofil m s i n  vi v o. It i s t h o u g ht t h at t h e  bi ofil m  p e n etr at e s t h e 

s u b str at e it i s  gr o wi n g  o n, t h er e b y  yi el di n g  e xtr a  pr ot e cti o n 

fr o m   a n   a nti mi cr o bi al   a g e nt.  I n   ot h er   c a s e s,  t h e  i n  vi v o  

e n vir o n m e nt  m a y  n e utr ali s e t h e  a nti mi cr o bi al  a g e nt, r e d u ci n g 

it s  eff e cti v e n e s s  a g ai n st t h e  bi ofil m  p at h o g e n. 

F urt h er  a ni m al  m o d el  a n d/ or  h u m a n i n  vi v o  d at a i s r e q uir e d 

t o  a s c ert ai n t h e  eff e cti v e n e s s  of t o pi c al  N O  g a s t h er a pi e s  a s 

p ot e nti al  b e n efit s i n  c hr o ni c  w o u n d  c ar e.  T e sti n g  h a s  b e e n 

c o m pl et e d t o  affir m t h e  A N F’s f ull  c a p a biliti e s  a g ai n st  a n 

e x- pl a nt  p or ci n e  d er m al  m o d el 3 1 .  A  Fir st-I n- H u m a n st u d y  h a s 

b e e n i niti at e d i n I sr a el t o  c o nfir m t h e  s af et y  a n d  effi c a c y  of 

A N F i n  h u m a n s. 

C O N F LI C T  O F I N T E R E S T  S T A T E M E N T 

T h e  a ut h or s  d e cl ar e t h e f oll o wi n g fi n a n ci al i nt er e st s/ p er s o n al 

r el ati o n s hi p s  w hi c h  m a y  b e  c o n si d er e d  a s  p ot e nti al  c o m p eti n g 

i nt er e st s:   Mr    Mill er,   Dr  B ell   a n d   Pr of  S c h ult z  r e p or t  t h at  

fi n a n ci al  s u p p ort  w a s  pr o vi d e d  b y  N O x y  H e alt h  Pr o d u ct s. 

Mr    Mill er,  Dr  B ell  a n d  Pr of  S c h ult z r e p ort  a r el ati o n s hi p  wit h 

N O x y  H e alt h  Pr o d u ct s t h at i n cl u d e s  c o n s ulti n g  or  a d vi s or y 

a n d  e q uit y  or  st o c k s.  Mr  Mill er  a n d  Dr  B ell  h a v e  p at e nt s 

# U S 1 0 0 5 2 3 4 8   a n d   # U S 1 0 7 5 1 3 6 4  i s s u e d  t o   N O x y   H e alt h  

Pr o d u ct s. 

C O N S E N T I N  F U L L 

T h e  a ut h or s  h er e wit h  c ertif y t h at t h e y  ar e r e s p o n si bl e f or 

t h e  c o nt e nt s  of t h e  m a n u s cri pt.  T h e  d et ail s  of t h e  s p e cifi c 

fi n di n g s  d et ail e d i n t hi s  m a n u s cri pt  h a v e  n ot  b e e n  p u bli s h e d 

or  di stri b ut e d t o  a n y  ot h er  e ntit y. I n  c o n si d er ati o n  of t h e 

a cti o n  of t h e  E dit or s  of t h e  J o ur n al  of  W o u n d  M a n a g e m e nt 

(J WM),  i n r e vi e wi n g  a n d  e diti n g t hi s s u b mi s si o n, t h e  a ut h or s 

h er e b y tr a n sf er,  a s si g n,  or  ot h er wi s e  c o n v e y  all  c o p yri g ht 

o w n er s hi p t o  JW M  if s u c h  w or k i s  p u bli s h e d i n t h e JW M . 

R E F E R E N C E S 
1.  Li  P,  T o n g  X,  W a n g  T,  Z h a n g  W  et  al.  Bi o fil m s i n  w o u n d  h e ali n g:  a 

bi bli o m etri c  a n d  vi s u ali s e d st u d y. I nt  W o u n d J  2 0 2 3; 2 0( 2): 3 1 3 – 3 2 7. 
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2.  Wil ki n s o n  H N,  H ar d m a n  MJ.  W o u n d  h e ali n g:  c ell ul ar  m e c h a ni s m s 
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4.  B arr a u d   N,   K el s o   MJ,   Ri c e   S A,   Kj ell e b er g   S.   Nitri c   o xi d e:   a   k e y  
m e di at or   of   bi o fil m   di s p er s al   wit h   a p pli c ati o n s  i n  i nf e cti o u s  
di s e a s e s.  C urr  P h ar m  D e s  2 0 1 5; 2 1( 1): 3 1 – 4 2.  d oi: 1 0. 2 1 7 4/ 1 3 8 1 6 1 2 
8 2 0 6 6 6 1 4 0 9 0 5 1 1 2 8 2 2 

5.  R at h er   M A,   G u pt a   K,   M a n d al   M.   Mi cr o bi al   bi o fil m:  f or m ati o n,  
ar c hit e ct ur e,   a nti bi oti c  r e si st a n c e,   a n d   c o ntr ol  str at e gi e s.   Br a z  J  
Mi cr o bi ol  2 0 2 1; 5 2( 4): 1 7 0 1 – 1 7 1 8.  d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 4 2 7 7 0- 0 2 1- 0 0 6 2 4- x 

6.  Ir vi n g   S.   M a n a gi n g   c hr o ni c,   n o n h e ali n g   w o u n d s  st all e d  i n  t h e  
i n fl a m m at or y  p h a s e:  a  c a s e s eri e s  u si n g  a  n o v el  m atri x t h er a p y, 
C A CI P LI Q 2 0.   Br  J   C o m m u nit y   N ur s   2 0 1 9; 2 4( S u p 9): S 3 3- S 3 7.  
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7.  Z h a n g   Y,   Y o u n g   P,   Tr ai ni   D,   Li   M   et   al.   C h all e n g e s   a n d   c urr e nt  
a d v a n c e s  i n  i n   vitr o   bi o fil m   c h ar a ct eri z ati o n.   Bi ot e c h n ol  J   2 0 2 3  
J ul: e 2 3 0 0 0 7 4.  d oi: 1 0. 1 0 0 2/ bi ot. 2 0 2 3 0 0 0 7 4 

8.  M al o n e- P o v ol n y   MJ,   M al o n e y   S E,   S c h o e n fi s c h   M H.   Nitri c  
o xi d e  t h er a p y  f or   di a b eti c   w o u n d   h e ali n g.   A d v   H e alt h c   M at er  
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1 0.  Fi n e  D.  M et h o d  a n d  a p p ar at u s f or  nitri c  o xi d e  g e n er ati o n.  U nit e d 
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1 1.  Wi n k   D A,   Mit c h ell  J B.   C h e mi c al   bi ol o g y   of   nitri c   o xi d e:  i n si g ht s  
i nt o r e g ul at or y,  c yt ot o xi c,  a n d  c yt o pr ot e cti v e  m e c h a ni s m s  of  nitri c 

o xi d e.   Fr e e   R a di c   Bi ol   M e d   1 9 9 8; 2 5( 4 – 5): 4 3 4 – 4 5 6.   d oi: 1 0. 1 0 1 6/  
s 0 8 9 1- 5 8 4 9( 9 8) 0 0 0 9 2- 6 

1 2.  M o ur e n z a  Á,  Gil J A,  M at e o s  L M,  L et e k  M.  O xi d ati v e str e s s- g e n er ati n g 
a nti mi cr o bi al s,   a   n o v el  str at e g y  t o   o v er c o m e   a nti b a ct eri al  
r e si st a n c e.  A nti o xi d a nt  2 0 2 0; 9( 5): 3 6 1.  d oi: 1 0. 3 3 9 0/ a nti o x 9 0 5 0 3 6 1 

1 3.  M öll er  M,  B otti  H,  B att h y a n y  C,  R u b b o  H  et  al.  Dir e ct  m e a s ur e m e nt 
of   nitri c   o xi d e   a n d   o x y g e n   p artiti o ni n g  i nt o  li p o s o m e s   a n d  
l o w   d e n sit y  li p o pr ot ei n.  J   Bi ol   C h e m   2 0 0 5; 2 8 0( 1 0): 8 8 5 0 – 8 8 5 4.  
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nitri c   o xi d e  i n  t h e  tr e at m e nt   of  s ki n   a n d  s oft  ti s s u e  i nf e cti o n s.  
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2 0 2 3  M ar  8; 1 2( 3): 5 3 6.  d oi: 1 0. 3 3 9 0/ a nti bi oti c s 1 2 0 3 0 5 3 6 
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i m pli c ati o n s i n  di a g n o sti c s  a n d tr e at m e nt  of t h e  el d erl y. J  G eri atr 
C ar di ol  2 0 1 1; 8( 4): 2 3 0 – 2 4 2.  d oi: 1 0. 3 7 2 4/ S P.J. 1 2 6 3. 2 0 1 1. 0 0 2 3 0 

2 3.  N at h a n  C F,  Hi b b s J B Jr.  R ol e  of  nitri c  o xi d e s y nt h e si s i n  m a cr o p h a g e 
a nti mi cr o bi al   a cti vit y.   C urr   O pi n  I m m u n ol   1 9 9 1; 3( 1): 6 5 – 7 0.  
d oi: 1 0. 1 0 1 6/ 0 9 5 2- 7 9 1 5( 9 1) 9 0 0 7 9- g 

2 4.  N u s sl er   A K,   Billi ar   T R.  I n fl a m m ati o n,  i m m u n or e g ul ati o n,   a n d  
i n d u ci bl e  nitri c  o xi d e s y nt h a s e. J  L e u k o c  Bi ol  1 9 9 3; 5 4( 2): 1 7 1 – 1 7 8. 

2 5.  N g u y e n  H M,  N g o c  L e  T T,  N g u y e n  A T,  T hi e n  L e  H N  et  al.  Bi o m e di c al 
m at eri al s f or  w o u n d  dr e s si n g: r e c e nt  a d v a n c e s  a n d  a p pli c ati o n s. 
R S C  A d v  2 0 2 3; 1 3( 8): 5 5 0 9 – 5 5 2 8.  d oi: 1 0. 1 0 3 9/ d 2r a 0 7 6 7 3j 

2 6.  L u n d b er g  J O,   W eit z b er g   E.   Nitri c   o xi d e  si g n ali n g  i n   h e alt h  
a n d   di s e a s e.   C ell   2 0 2 2; 1 8 5( 1 6): 2 8 5 3 – 2 8 7 8.   d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.  
c ell. 2 0 2 2. 0 6. 0 1 0 

2 7.  L u n d b er g  J O,   W eit z b er g   E,   Gl a d wi n   M T.   T h e   nitr at e- nitrit e- nitri c  
o xi d e   p at h w a y  i n   p h ysi ol o g y   a n d  t h er a p e uti c s.   N at   R e v   Dr u g  
Di s c o v  2 0 0 8; 7( 2): 1 5 6 – 1 6 7.  d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr d 2 4 6 6 

2 8.  B arr a u d  N,  St or e y  M V,  M o or e  Z P,  W e b b J S,  Ri c e  S A,  Kj ell e b er g  S. 
Nitri c   o xi d e- m e di at e d   di s p er s al  i n  si n gl e-   a n d   m ulti- s p e ci e s  
bi o fil m s   of   cli ni c all y   a n d  i n d u stri all y  r el e v a nt   mi cr o or g a ni s m s.  
Mi cr o b  Bi ot e c h n ol  2 0 0 9; 2: 3 7 0 – 3 7 8. 

2 9.  Y a n g   L,   T el e s   F,   G o n g   W D,   D u a   S A,   M arti n   L,   S c h o e n fi s c h   M H.  
A nti b a ct eri al   a cti o n   of   nitri c   o xi d e-r el e a si n g   h y p er br a n c h e d  
p ol y m er s  a g ai n st  e x  vi v o  d e nt al  bi o fil m s.  D e nt  M at er  2 0 2 0; 3 6: 6 3 5 – 
6 4 4. 

3 0.  D e p pi s c h  C,  H err m a n n  G,  Gr a e pl er- M ai n k a  U,  Wirt z  H,  H e y d er  S, 
E n g el  C,  M ar s c h al  M,  Mill er  C C,  Ri et h m üll er J.  G a s e o u s  nitri c  o xi d e 
t o  tr e at   a nti bi oti c  r e si st a nt   b a ct eri al   a n d  f u n g al  l u n g  i nf e cti o n s  
i n  p ati e nt s  wit h  c ysti c  fi br o si s:  a  p h a s e I  cli ni c al st u d y. I nf e cti o n 
2 0 1 6; 4 4: 5 1 3 – 5 2 0. 

3 1.  Ar or a   D P,   H o s s ai n   S,   X u   Y,   B o o n   E M.   Nitri c   o xi d e  r e g ul ati o n   of  
b a ct eri al  bi o fil m s.  Bi o c h e m  2 0 1 5; 5 4: 3 7 1 7 – 3 7 2 8. 

3 2.  Mill er  C M  et  al.  A ci di fi e d  nitrit e f o a m  a nti- mi cr o bi al  a cti o n i n  a n 
e x  vi v o  p or ci n e  d er m al  m o d el. J  W o u n d  M a n a g e  2 0 2 3; 2 4( 3): T B C. 
d oi: 1 0. 3 5 2 7 9/j o w m 2 0 2 3. x x x 

3 3.  C h oi  M,  H a s a n  N,  C a o J,  L e e J,  Hl ai n g  S P,  Y o o J W.  C hit o s a n- b a s e d 
nitri c  o xi d e-r el e a si n g  dr e s si n g f or  a nti- bi o fil m  a n d i n  vi v o  h e ali n g 
a cti viti e s i n  M R S A  bi o fil m-i nf e ct e d  w o u n d s. I nt J  Bi ol  M a cr o m ol 
2 0 2 0; 1 4 2: 6 8 0 – 6 9 2. 

3 4.  D ej a  M,  B u s c h  T,  B a c h m a n n  S,  Ri s k o ws ki  K,  C a m p e a n  V,  Wi e d m a n n 
B,  S c h w a b e  M,  H ell  B,  Pf eil s c hift er J,  F al k e  K J,  et  al.  R e d u c e d  nitri c 
o xi c e  i n  si n u s e   e pit h eli u m   of   p ati e nt s   wit h  r a di ol o gi c   m a xill ar y  
si n u siti s  a n d s e p si s.  A m J  R e s pir  Crit  C ar e  M e d  2 0 0 3; 1 6 8: 2 8 1 – 2 8 6. 
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