
Dr. M. M. Brooke, 
i/c Parasitology  

Branch

Me t h o d o l o g y  r e s e a r c h  a s  e n g a g e d  i n  by 
t h e  L a b o r a t o r y  D i v i s i o n  i s  t h e  f i r s t  

s t e p  t o w a r d  i t s  g o a l  o f  i m p r o v i n g  l a b o r a ­
t o r y  d i a g n o s t i c  m e d i c i n e .  T h i s  m e th o d o lo g y  
r e s e a r c h  c o n s i s t s  o f  two p o r t i o n s :  (1 ) t h e  
e v a l u a t i o n  o f  e x i s t i n g  d i a g n o s t i c  p r o ­
c e d u r e s ,  a n d  ( 2 )  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  new 
t e c h n i q u e s  when  t h e s e  a r e  n e e d e d .  T h u s  
t h e  r e s e a r c h  a c t i v i t i e s  o f  t h e  L a b o r a t o r y  
D i v i s i o n  a r e ,  f o r  t h e  m o s t  p a r t ,  i n  t h e  
r e a l m  o f  a p p l i e d  r e s e a r c h  r a t h e r  t h a n  i n  
t h e  f i e l d  o f  t h e o r e t i c a l  o r  b a s i c  r e s e a r c h .

A l a r g e  n u m b er  o f  r a t h e r  v a r i e d  p r o b le m s  
a r e  b e i n g  i n v e s t i g a t e d  by t h e  B a c t e r i o l ­
ogy  - S e r o l o g y  , T u b e r c u l o s i s ,  V i r u s ,  P a r a ­
s i t o l o g y ,  an d  E n t o m o l o g y  L a b o r a t o r i e s  o f  
t h e  L a b o r a t o r y  D i v i s i o n ,  A few r e p r e s e n t a ­
t i v e  e x a m p l e s  w i l l  b e  u s e d  t o  i l l u s t r a t e  
t h e  s c o p e  o f  m e t h o d o l o g y  r e s e a r c h .

One o f  t h e  r e s e a r c h  p r o b l e m s  o f  t h e  
B a c t e r i o l o g y  L a b o r a t o r i e s  i n v o l v e s  s e v e r a l  
k i n d s  o f  m e d i a  u s e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  
d i p t h e r i a  b a c i l l i .  A c o m p a r i s o n  o f  some 
o f  t h e  mor e  p r o m i s i n g  o f  t h e s e  m e d i a  i s  
b e i n g  c a r r i e d  on by  i n o c u l a t i n g  each  t h r o a t  
c u l t u r e  r e c e i v e d  o n t o  e a c h  o f  s e v e r a l

m e d i a  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  T h i s  i n v e s t i ­
g a t i o n  w i l l  c o n t i n u e  f o r  some t i m e ,  a s  
new d i a g n o s t i c  m e d i a  a r e  d e v e l o p e d  by 
v a r i o u s  i n v e s t i g a t o r s .  The v a r i o u s  t e l l u ­
r i t e  p l a t e  m e d i a  c o n t a i n i n g  w h o le  b l o o d  
v a r y  som ewh at ,  b u t  a r e ,  a s  a g r o u p ,  u n i ­
f o r m l y  much  b e t t e r  t h a n  t h e  t e l l u r i t e  
m e d i a  c o n t a i n i n g  o n l y  s e r u m .  L a t e r ,  i t  
i s  p l a n n e d  t o  s t u d y  t h e s e  m e d i a  f o r  i n ­
i t i a l  c u l t i v a t i o n  d i r e c t l y  f r o m  t h e  
p a t i e n t ’ s t h r o a t  i n  an  e f f o r t  t o  i m p r o v e  
u p o n  t h e  p r e s e n t  L o e f f l e r ’ s me d iu m.

C o m p a r a t i v e  t e s t s  a r e  b e i n g  r u n  by t h e  
S e r o l o g y  L a b o r a t o r i e s  t o  d e t e r m i n e  w h ic h  
o f  s e v e r a l  complement  f i x a t i o n  t e c h n i q u e s  
w i l l  g i v e  t h e  o p t i m a l  s e n s i t i v i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y .  I n  c o n n e c t i o n  w i t h  t h i s  
s t u d y ,  c o m p a r a t i v e  t e s t s  a r e  b e i n g  p e r ­
f o r m e d  o n  c o m m e r c i a l  c o m p l e m e n t  t o  
d e t e r m i n e  i t s  s t a t u s .

Tlie s e r o l o g i c a l  d i a g n o s i s  o f  b r u c e l l o s i s  
h a s  i n h e r e n t  l i m i t a t i o n s ,  b u t  t h e  t e c h ­
n i q u e  i s  w i d e l y  u s e d  a n d  t h u s  i s  b e i n g  
i n v e s t i g a t e d .

The T u b e r c u l o s i s  L a b o r a t o r y  h a s  u n d e r ­
t a k e n  an e x t e n s i v e  p ro g ra m  o f  m e t h o d o l o g y
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r e s e a r c h  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  m i c r o s c o p i c a l  
d i a g n o s i s ,  c u l t u r a l  d i a g n o s i s ,  a n i m a l  
d i a g n o s i s ,  t y p i n g ,  a n d  v i r u l e n c e  t e s t ­
i n g  o f  t u b e r c l e  b a c i l l i .  T h e s e  s t u d i e s  
a r e  d i r e c t e d  t o w a r d  b o t h  t h e  e v a l u a t i o n  
o f  e x i s t i n g  l a b o r a t o r y  p r o c e d u r e s  an d  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  new,  m o r e  e f f i c i e n t  
m e t h o d s .  F o r  ex am pl e :  A s t u d y  t o  a s c e r ­
t a i n  t h e  e f f i c a c y  o f  c e n t r i f u g a l i z a t i o n  
a s  a c o n c e n t r a t i o n  p r o c e d u r e  i s  u n d e r  way.

A m a j o r  s t u d y  h a s  b e e n  t h e  c o m p a r i s o n  
o f  v a r i o u s  t u b e r c u l o s i s  c u l t u r e  m e d i a  by 
i n o c u l a t i o n  o f  d i f f e r e n t  m e d i a  w i t h  t h e  
s a m e  m a t e r i a l .  T h e  m e d i a  b e i n g  t e s t e d  
a r e  m o d i f i e d  L o w e n s t e i n ’ s , D u b o s ’ ( b o t h  
s o l i d  a n d  l i q u i d ) ,  P e t r a g a n i n i s ’ , t h e  
T r u d e a u  S o c i e t y ’ s ,  S u l a ’ s ,  H e r r o l d ’ s  egg -  
y o l k  a g a r ,  and  o t h e r s .

P e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t y  o f  s h i p p i n g  
o r  s t o r i n g  p a t h o l o g i c a l  m a t e r i a l s  o v e r  
a n y  c o n s i d e r a b l e  p e r i o d  o f  t i m e  w i t h o u t  
h a v i n g  t h e  t u b e r c l e  b a c i l l i  d i e ,  s t u d i e s  
a r e  b e i n g  made o f  v a r i o u s  me th o d s  o f  p r e ­
s e r v i n g  t h e  o r g a n i s m s  i n  a v i a b l e  s t a t e  
f o r  t r a n s p o r t a t i o n  an d  s t o r a g e .

The n e u r o t r o p i c  v i r u s  d i s e a s e s  a r e  mos t  
d i f f i c u l t  t o  d i a g n o s e  c l i n i c a l l y  and s t u d y  
e p i d e m i o l o g i c a l l y .  A t  p r e s e n t ,  t h e  V i r u s  
L a b o r a t o r y  p o s s e s s e s  s t o c k s  o f  a l l  t h e  
mor e  i m p o r t a n t  v i r u s e s .  C o m p le m e n t  f i x ­
a t i o n  t e s t s  f o r  many o f  t h e  n e u r o t r o p i c  
v i r u s  d i s e a s e s  l a c k  s p e c i f i c i t y  a n d  
s e n s i t i v i t y .  S t u d i e s  a r e  b e i n g  c a r r i e d  on 
t o  d e v e l o p  b e t t e r  a n t i g e n s  an d  to  im p ro v e  
t h e  v a r i o u s  t e s t s .

I t  i s  f r e q u e n t l y  d i f f i c u l t  f o r  p h y s i c i a n s  
t o  g e t  l a b o r a t o r y  a s s i s t a n c e  i n  e s t a b l i s h ­
i n g  t h e  d i a g n o s i s  o f  a m e b i a s i s .  S h i p p i n g  
t h e  s t o o l  t o  a d i s t a n t  l a b o r a t o r y  f o r  
d i a g n o s i s  h a s  b e e n  u n s a t i s f a c t o r y  s i n c e  
t h e  t r o p h o z o i t e s  a r e  c o m p l e t e l y  d i s i n t e ­
g r a t e d  b y  t h e  t i m e  t h e  s p e c i m e n  i s  e x ­
a m i n e d .  R e c e n t l y  t h e  P a r a s i t o l o g i c a l  
L a b o r a t o r y  h a s  d e v e l o p e d  a t e c h n i q u e  t h a t  
s h ow s  p r o m i s e  o f  m a r k e d l y  i m p r o v i n g  t h e  
d i a g n o s i s  o f  t h i s  d i s e a s e .  I t  h a s  be en  
found t h a t  by m i x i n g  a w a t e r - s o l u b l e  r e s i n ,  
p o l y v i n y l  a l c o h o l  (PVA), w i t h  a f i x a t i v e ,  
an e f f e c t i v e  p r e s e r v a t i v e  i s  o b t a i n e d .

• C h e c k i n g  d i p t h e r i a  c u l t u r e s .

E q u i p m e n t  u s e d  f o r  d e s s i c a t i o n  o f  
b a c t e r i a l  c u l t u r e s .
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Ai E n t o m o lo g i s t s  compar­
™  i n g  sp e c im e n s  s u b m i t ­
t e d  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  
w i th  museum c o l l e c t i o n .

The  d i a g n o s i s  c a n  be  made f r o m  t h e  p r e ­
s e r v e d  s p e c i m e n  i m m e d i a t e l y  o r  m o n t h s  
l a t e r .  One o f  t h e  d i s t i n c t  a d v a n t a g e s  o f  
t h e  P V A - f i x a t i v e  t e c h n i q u e  i s  t h a t  i t  
makes p o s s i b l e  t h e  s u c c e s s f u l  s t a i n i n g  o f  
o r g a n i s m s  o c c u r r i n g  i n  f l u i d  s p e c i m e n s .  
To d a t e  i t  h a s  b e e n  fou n d  t h a t  t h e  t e c h ­
n i q u e  t r i p l e s  t h e  n u m b e r  o f  p o s i t i v e  
d i a g n o s e s .

The  P V A - f i x a t i v e  t e c h n i q u e  i l l u s t r a t e s  
a p h a s e  o f  m e t h o d o l o g y  r e s e a r c h  d e v o t e d  
t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  new t e c h n i q u e s  where 
n o n e  a r e  a v a i l a b l e  t o  m e e t  t h e  e x i s t i n g  
n e e d .

Where l a r g e  nu mb ers  o f  b l o o d  f i l m s  ha ve  
t o  b e  s t a i n e d  i n  c o n n e c t i o n  w i t h  m a l a r i a  
s u r v e y s  a n d  o t h e r  s t u d i e s ,  i t  i s  a d i s ­
t i n c t  a d v a n t a g e  t o  employ  a mass  s t a i n i n g  
p r o c e d u r e .  T h e  o n e  f o r m e r l y  u s e d  f r e ­
q u e n t l y  p e r m i t t e d  b l o o d  t o  w a s h  o f f  a 
p o s i t i v e  f i l m  a n d  t o  a d h e r e  t o  a n o r m a l  
b l o o d  f i l m .  I f  t h e  t r a n s f e r r e d  b l o o d  
c o n t a i n e d  m a l a r i a l  p a r a s i t e s ,  a n o r m a l  
i n d i v i d u a l  m i g h t  be  d i a g n o s e d  a s  h a v i n g  
m a l a r i a .  A f t e r  t h e  d i s c o v e r y  o f  t h i s  im­
p e r f e c t i o n  i t  was  f o u n d  t h a t  b y  a d d i n g  
a s m a l l  q u a n t i t y  o f  a s u r f a c e  a c t i v e  
a g e n t  ( T r i t o n  X-30)  a l l  t r a n s f e r  was v i r ­
t u a l l y  e l i m i n a t e d .

S t a i n i n g  o f  f e c a l  sm e a rs  f o l l o w i n g  p r e s ­
e r v a t i o n  by PVA -  F i x a t i v e  t e c h n i q u e .

. ^ ^ . E x p e r i m e n t a l  s t a i n i n g  
p r o c e d u r e s  f o r  t h i c k  

b lo o d  f i l m  d i a g n o s i s  o f  
m a l a r i a .


