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分枝杆菌的实验室检查与质量控制

吴龙章
!
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钟炳棠

!摘要"

!

我国结核病有上升趋势#实验室的分枝杆菌细菌学检查就成为指导流行病学调研和结核病诊疗的重

要手段#因此做好分枝杆菌细菌学检验工作#是每个实验室义不容辞的职责%但如何做好则是摆在我们面前一道

非常重要的研究课题%笔者通过总结和回顾广州市胸科医院多年来的经验与教训#把在实验室工作中得出的一些

心得体会撰写成文#旨在与同道们一起研究如何做好实验室的检测工作#为流行病学调研和结核病诊疗打下坚实

的技术基础%
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结核病尤其是耐多药'

[e\.OW

(结核病和非结核分枝

杆菌'

-"-.?;<@=:;5",#,3

B

:"<4:?@=#4

#

NO[

(病发病率近年有

呈逐年上升趋势-

$

.

#此时实验室的分枝杆菌检测工作对于指

导流行病学调查研究和
NO[

病临床诊断起到了至关重要

的作用#因此做好分枝杆菌检查和质量控制工作#是每个实

验室义不容辞的职责%但如何做好则是摆在大家面前一道

非常重要的研究课题%

痰液涂片

痰液涂片找抗酸杆菌#是简单&快捷且成本低廉的实验

方法#

VFA

对结核病流行病学调研也以痰液涂片找抗酸杆

菌作为首选的调研手段%因而痰液涂片找抗酸杆菌的质量

好坏#直接关系到结核病早期诊疗的效果和影响到结核病流

行病学调研的真实性和可靠性%

但在日常工作中笔者发现!中国
JeJ

制定的涂片方法

'薄涂片(其阳性率较低-

/

.

#已远远不能满足流行病学的调研

和临床诊治的需求%究其原因!笔者的对照试验研究结果证

实#其与涂片时所用的痰液体积量有着莫大的关联-

'

.

%按中

国
JeJ

制定的涂片方法操作#阳性率为
'$&D̀

#但笔者在此

基础上把痰液体积量加大
$&C

"

/&%

倍'厚涂片(#其阳性率

为
0/&D̀

%后者比前者阳性率提高
$$

个百分点'

"

/

I

/0&%0

#

"

"

%&%$

(#差异有统计学意义%

因此在实验室的分枝杆菌检测工作中#宜在中国
JeJ

制定的方法基础上把痰液体积量增加)但同时要相应地将脱

色剂和复染剂浓度作出适当的调整#如!

C̀

盐酸乙醇脱色液

和
%&%)̀

亚甲蓝复染液分别调整为
'̀

和
%&%'̀

浓度%因

为高浓度'

C̀

(的脱色液或脱色时间过长#可把一些活力低&

尤其是复治株或
[e\.OW

株#以及一些
NO[

株脱去红色

而造成假阴性#因为这些分枝杆菌都只具有较弱的抗酸性)

但复染剂浓度过高'

%&%)̀

(及复染时间过长#则非常容易把

已染成红色的分枝杆菌菌体掩盖成深蓝色#同样也会造成假

阴性)因此涂片时把样品体积量增加#同时相应地将脱色剂

和复染剂浓度作出适当的调整是必要的#但要避免脱色或复

染时间过长#这样可把涂片的阳性率在中国
JeJ

制定的方

法基础上提高
'%̀

或以上-

'

.

%

同时需要注意的是!用于烘干涂片的烘箱其温度宜控制

在
0Ca

"

C%a

之间)温度过高者容易使涂片'尤其血性和脓

性痰标本(出现焦化现象'涂片呈咖啡色(#一旦出现此现象#

此时于显微镜镜下目测玻片时#其界面呈咖啡色而难以辨认

分枝杆菌#甚至焦化现象会使分枝杆菌不能被石碳酸复红液

染成红色而造成假阴性%

分枝杆菌培养

结核分枝杆菌'

[?<

(的培养#是结核病临床诊断和流行

$

)D/
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病学调查研究的重要依据#并可根据培养结果进行药物敏感

性'简称2药敏3(试验和菌型鉴定#这对于指导临床用药和流

行病学调研起到了至关重要的作用%但在实验室中培养

[?<

时往往出现污染#以及阳性率不高'尤其是复治患者(和

培养阳性需时较长等现象#因此如何解决在培养过程中出现

的这些问题#一直是实验室迫切需要解决的重要课题%

一&减少污染

要提高分枝杆菌培养的阳性率#首先要解决培养出现的

污染问题#因而除了操作过程要规范外#培养样品的前处理

剂浓度和处理时间长短就成为关键%前处理剂的浓度过大

或标本前处理时间过长#会使污染率降低但同时会造成阳性

率偏低)但前处理剂的浓度过小或标本前处理时间过短#则

会造成污染率高并也会使阳性率偏低#故两者都会严重影响

培养的污染率和阳性率%因此#笔者认为!当培养污染率高于

实验要求'固体培养基高于
'̀

#液体培养基高于
C̀

(时-

0.C

.

#

实验室有亟待改正的地方%如何解决7 笔者的体会如下%

$+

规范操作规程#注意无菌操作!实验所用的前处理剂

和离心管&实验需用的辅助器材等均应消毒灭菌%

/+

根据微生物的分布情况而采用不同的浓度或不同的

前处理剂!对培养所出现污染的样品进行微生物学分布常态

的调查#根据微生物的分布情况而采用不同的浓度或不同的

前处理剂)笔者的前期研究发现!不同时期和气候#其微生物

分布有所区别-

0

.

%如广东地处亚热带#每年的
'

1

C

月份是

梅雨天气#由于此时气候潮湿与温度适宜#对酵母样菌属的

生长尤为有利#故在该时期其分离率最高#如果此时用酸性

前处理剂'

0̀ F

/

RA

0

溶液(处理标本#则污染率将有所升

高#因酵母样菌属对
F

_有极强的耐受性#故当污染标本中

以酵母样菌属分离率为主时#此时绝对不能以酸性前处理剂

来处理标本#以减少污染)而在其他月份#污染则以革兰阳性

菌属'如葡萄球菌属&链球菌属和革兰阳性杆菌属等(为主#

对于这些菌属和酵母样菌属#以碱性前处理剂'

/̀ N4AF

溶液(处理标本为宜#因这些菌属对
AF

U较为敏感)但如污

染物以肠道菌科为主的样品#则宜以酸性前处理剂处理

标本%

因此#在培养分枝杆菌而出现严重污染时#对污染标本

作微生物分布常态的调查后#前处理剂或前处理剂浓度作相

应的更改是必要的%但当污染现象降低并稳定至一定时间

后#应逐渐将加大的前处理剂浓度降低至合理的水平'如

'̀

"

0̀

的
N4AF

溶液减低至
/̀

浓度#或
C̀ F

/

RA

0

溶液

减低至
/̀

"

'̀

(#以保证分枝杆菌在有利的环境中生长%

二&提高阳性率

众所周知#液体培养基培养分枝杆菌的阳性率和生长天

数都比固体培养基'改良
H.K

培养基(优越-

)

.

%但依据我国

国情#我国大多数实验室仍以
H.K

固体培养基为主#因此如

何在
H.K

培养基的基础上提高阳性率#是每个同道都必须重

视的重要课题%

R?"-@<=#-]

-

1

.于
$(C1

年提出在
H.K

培养基中加入丙酮

酸#以观察其对耐异烟肼结核分枝杆菌促进生长的价值%笔

者以丙酮酸钠替代
H.K

培养基中的甘油或在试剂中加有丙

酮酸钠并对
1$0

例标本进行了实验对照#在
1$0

份标本中#

H.K

培养基阳性分离率为
//&(1̀

'

$)0

"

1$0

(#丙酮酸钠培养

基阳性分离率为
/0&%(̀

'

$1/

"

1$0

()两者间的阳性率比较

差异没有统计学意义'

"

/

I$&)$

#

"

'

%&%C

(#但在复治结核

病患者中#则丙酮酸钠培养基的阳性分离率'

/'&1)̀

(较
H.K

培养基'

$(&D%̀

(高出
'&()̀

#两者间比较差异有统计学意

义'

"

/

I1&%'

#

"

"

%&%C

(#也证实其对分枝杆菌的培养均优

于
H.K

培养基或没有加丙酮酸钠的培养基-

D.(

.

%究其原因#

是因为复治组的菌株经化疗后#其活力降低#生存和繁殖能

力明显减弱#使得培养检出率也显著下降-

$%

.

%但由于丙酮

酸钠具有比较简单的分子结构#是一个更容易能够接近的碳

源-

$$

.

#使活力降低的菌株能充分利用其生长所需的碳元素

而得以生长裂殖%故有
'&()̀

的复治患者来源菌株在丙酮

酸钠培养基中生长而在
H.K

培养基中未见生长的现象%在

培养阳性所需时间上#

H.K

培养基和丙酮酸钠培养基分别平

均需时
'$&/(!

和
/C&''!

#后者比前者提前
)!

得出培养结

果#可见丙酮酸钠培养基比
H.K

培养基更具优越性%此外#

两者的污染率分别为
/&C/̀

和
0&/%̀

#丙酮酸钠培养基略

高于
H.K

培养基-

D

#

$/

.

%

因此#在实验室做分枝杆菌培养时#宜平行用各含甘油

和丙酮酸钠成分的两种培养基#以提高分枝杆菌的阳性分离

率和减少污染的风险%

三&培养基质量控制

固体培养基'包括
H.K

培养基&丙酮酸钠培养基及药敏

培养基(的制备应注意灭菌的温度和时间#要严格控制在

DCa

和
C%3#-

范围内%温度过低或灭菌时间过短#会造成

培养基自身的污染)但温度过高或时间过长#培养基会出现

老化现象'培养基斜面有一层薄薄的呈淡黄绿色的油性物质

覆盖(#使鸡卵中的脂肪酸游离出来#而这些游离脂肪酸经研

究实验证实能抑制分枝杆菌&尤其是
[e\.OW

株的生长-

$'.$0

.

%

以上
'

点#是减少污染率&提高阳性率和缩短培养阳性

天数的必备条件#缺一不可8

药物敏感性试验

如前所述#国情驱使我国大多数实验室培养以固体培养

基为主#药敏试验也不例外)同时方法学也以绝对浓度法较

为普遍-

$C

.

%但不管哪种方法#在配制药敏培养基时#除要严

格把关好灭菌温度和时间外#药物原液配制&尤其药物溶媒

剂的选用#以及药物配制后如何使之能均匀地悬于培养基中

是其关键%因为#目前我国实验室所用的药物溶媒剂'如

N

#

N.

二甲基甲酰胺&甲醇等(能够使鸡卵蛋白凝固而形成凝

块物-

$C

.

#这些凝块物内含有高浓度的实验药物#并且不能均

匀地悬于培养基中#导致每支培养基的药物绝对浓度有差异

而使药敏试验结果出现偏差#甚至产生截然不同的结果-

$0

.

%

但遗憾的是!这种现象未能引起我国绝大多数实验室的高度

重视或注意而被忽略%因此如何解决7 是大家必须考虑的

课题%笔者的体会是!尽量避免使用这些溶媒剂#但对于非

用不可溶媒剂时#则应先把实验药物用溶媒剂按规程要求溶

解并配制好所需浓度后#按需要的量加到无机盐溶液中并充

$

1D/

$
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_

!实验或生长阳性)

U

!实验或生长阴性)吐温!吐温
D%

水解试验)硝酸盐还原!硝酸盐

还原试验)牛!牛结核分枝杆菌)胞内!胞内分枝杆菌#龟!龟分枝杆菌)施氏!施氏分枝杆

菌)鸟!鸟分枝杆菌)溃疡!溃疡分枝杆菌)无色!无色分枝杆菌)马尔摩!马尔摩分枝杆菌)

结核!结核分枝杆菌)地!地分枝杆菌)次要!次要分枝杆菌

图
>

!

缓慢生长型不产色株双歧索引法

分混匀#然后才将鸡卵液放到该无机盐溶

液中并再次混匀#这样可减少甚至避免了

凝块物的形成%

此外#尤其值得注意的是!目前我国

实验室做药敏试验时是以
%&C̀

吐温
D%

'简称2吐温3(作为试验菌株研磨的媒介

剂-

$C

.

%但实践发现!吐温能抑制分枝杆菌

的生长8 笔者的前期试验结果发现#没有

加吐温的菌株能在
$3

7

G$%

UD高倍稀释

后仍有菌落形成)但加有吐温的菌株只能

在
$3

7

G$%

U)稀释浓度中有菌落形成#而

在
$3

7

G$%

UD未见有菌落生长现象)同样

在
$3

7

G$%

U)同时有菌落形成者#没有加吐温的菌落形成

数明显比加有吐温的要多#笔者以
F'1\T

株作为质量控制

'简称2质控3(进行重复试验#也出现了上述现象#可见吐温

对分枝杆菌有抑制作用%遗憾的是#此现象在我国实验室未

能被认识和重视#因此做药敏试验时以吐温作为媒介剂的方

法学是否合理#值得商榷%

另外在研磨试验菌株的时间勿超过
$%,

#以免减少活的

试验菌株数目而影响试验结果)对于药敏结果的观察时间#

快速生长型分枝杆菌的药敏结果观察时间万勿超过
1!

#以

保证药敏结果的可靠性%

菌型鉴定

NO[

有逐年上升的趋势-

$

.

#而
NO[

病患者在临床症

状和
d

线表现方面与结核病没有任何的差别#但治疗用药

有很大的区别甚至完全不同-

$)

.

#因此菌型鉴定显得非常重

要%故中国防痨协会在
$((C

年制定并至今仍作为实验室常

规操作标准的/结核病诊断细菌学检验规程0'简称2规

程3(

-

$C

.

#体现了实验室的细菌学检查对结核病诊断和流行

病学调研的重要性%但在日常实验室工作中笔者发现!规程

存有值得商榷的地方#实验结果也有很大的缺陷且操作

繁琐-

$1

.

%

$+

笔者的研究结果!

D&'̀

的
NO[

株受到对硝基苯甲

酸'

XNW

(抑制而被误判为
[?<

株-

$D

.

#且有
'̀

"

C̀

的
[?<

株对
XNW

产生了耐受性-

$(

.

%与
$1C

'

7

"

35

的盐酸羟胺'

9

B

.

!="P

B

543#-@9

B

!=":95"=#!@

#

FL

(相比较#后者对分枝杆菌进

行菌群初筛更具特异性和可靠性#因后者只有
%&(̀

的
[?<

对
FL

产生耐受性#同样只有
%&(̀

的
NO[

受到
FL

的抑

制-

$D

.

%因此基于
XNW

作为实验室分枝杆菌菌群初筛的实

验标准值得商榷%

/+

菌型鉴定!规程要求在完成繁多的生物化学试验后须

进行图谱检索#以定出实验株的菌名-

$C

.

%但是其过程繁琐

且结果有缺陷-

$C

#

$1

.

#因而我国众多实验室到目前为止只做

分枝杆菌菌群的初筛而没有做进一步的菌种鉴定#这非常不

利于
NO[

病的诊疗和流行病学的调研%

依据多年的研究经验累积#笔者编写了双歧索引法并以

此进行菌型鉴定且收到良好的效果'图
$

"

)

(%其依据和体

会如下%'

$

(抓重点!

#

XNW

生长与否)

$

温度生长点#如#

/Da

和
0/a

)

%

生长速度#如!快速生长型和缓慢生长型)

&

产色性#如!非色源性&光产色和暗产色%'

/

(寻找常见和可

靠试验为主要识别方法!如!硝酸盐还原试验&吐温
D%

水解

试验等%'

'

(筛选有特点的试验为辅助识别方法!如!

C̀

N4J5

培养基&铁离子吸收试验等%只要找出以上几点试验

重点#然后依此编写双歧索引法并以此来检索试验结果#即

可使繁琐的检索规程得以简化并较为准确地鉴定出菌种#且

需做实验项目不多'见各双歧索引表(但可收到较为理想的

试验结果%

猿猴!猿猴分枝杆菌)海洋!海洋分枝杆菌)堪萨斯!堪萨斯分枝杆

菌)苏尔加!苏尔加分枝杆菌)亚洲!亚洲分枝杆菌

图
?

!

缓慢生长型'光(产色株双歧索引法

蟾蜍!蟾蜍分枝杆菌)戈登!戈登分枝杆菌)瘰疬!瘰疬分枝杆菌

图
@

!

快速生长型'暗(产色株双歧索引法

耻垢!耻垢分枝杆菌)脓肿!脓肿分枝杆菌)偶发!偶发分枝杆菌

图
A

!

快速生长型不产色株双歧索引法

副偶!副偶分枝杆菌)母牛!母牛分枝杆菌

图
B

!

快速生长型'光(产色株双歧索引法

但在试验中要注意!'

$

(培育温箱内温度要准确#以温箱

内温度计为标准%'

/

(每批试验要用标准株做质控对照!如!

F'1\T

株&耻垢分枝杆菌%'

'

(试验菌株浓度要精确!接种

$

DD/

$
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金色!金色分枝杆菌)草!草分枝杆菌)抗热!抗热分枝杆菌)罗得!罗

得分枝杆菌)游荡'微黄(!游荡'微黄(分枝杆菌)转黄!转黄分枝杆

菌)铁吸收!铁离子吸收试验)苦味酸!苦味酸试验

图
H

!

缓慢生长型'暗(产色株双歧索引法

浓度为
%&%$3

7

)但硝酸盐还原试验和吐温
D%

水解试验的

菌量则需
C

"

$%3

7

"支试验管%此外试验菌株的菌龄以
/

"

'

周'快速生长型除外(为宜%'

0

(如
XNW

基有菌落形成者#

则尽量以
XNW

基上的菌株来做菌型鉴定为宜!以减少由于

混合感染而造成结果不可靠%'

C

(对于试验结果不典型者#

要追加其他试验项目#以求正确结果%

综上所述#笔者体会到!质量源于实践8 只要在实验室

的日常工作中注意抓住重点#一切难题都会迎刃而解%但愿

笔者的经验与教训能有助于各位同道的实验室日常工作8

参
!

考
!

文
!

献

-

$

.吴龙章#陈素颖#曾少芳#等
+

广州市
$/

年间分枝杆菌菌型与药

物敏感性结果变迁的分析
+

中华预防医学杂志#

/%$$

#

0C

'

$

(!

/)./(+

-

/

.中国疾病预防控制中心
+

痰涂片镜检实验室质量保证手册
+

北

京!中国协和医科大学出版社#

/%%0

!

C.$D+

-

'

.吴龙章#高俊文#周辉林#等
+

厚薄不同的两种涂片方法对痰液

涂片抗酸杆菌阳性率的影响
+

中国防痨杂志#

/%%D

#

'%

'

/

(!

$0/.$0'+

-

0

.吴龙章#黄洁玲#谢敏娜#等
+

减少分枝杆菌培养污染的方法学

研究
+

中国防痨杂志#

/%%)

#

/D

'

)

(!

'(D.0%%+

-

C

.李仲兴#郑家齐#李家宏#等
+

诊断细菌学
+

香港!黄河文化出版

社#

$((/

!

/'0./C)+

-

)

.吴龙章#陈素颖#曹务华#等
+

抗酸性分支杆菌三种培养方法的

对比评价
+

国际医药卫生导报#

/%%'

#

(

'

$)

(!

$%D.$%(+

-

1

.

R?"-@<=#-]W+O;<@=:5@<4:#55#4-!

>B

=;T#:4:#!+X=":@@!#-

7

"Q

?9@O;<@=:;5",#,\@,@4=:9J";-:#5

#

$(C1

#

00

'

$

(!

)).10+

-

D

.潘美玉#吴龙章#陈剑锋#等
+

两种不同固体培养基对结核分枝

杆菌培养阳性率的影响
+

实用医学杂志#

/%$/

#

/D

'

C

(!

D'%.D'$+

-

(

.吴龙章#蔡杏珊#黄洁玲#等
+

应用噬菌体裂解法测定吡嗪酰胺

药物敏感性试验的方法学研究
+

中国防痨杂志#

/%%D

#

'%

'

'

(!

$($.$('+

-

$%

.吴龙章
+WLJO2J

系统检测分支杆菌若干影响因素的初步探

讨
+

中华结核和呼吸杂志#

$((0

#

$1

'

$

(!

/'+

-

$$

.

c4?#54[+2-94-:@3@-?"Q

7

="6?9"QO;:7A:%(/E(<

B

4:#!

>

F

4-!

>B

=;T4?@+2;=K J5#- [@:="<#"5Z-Q@:? e#,

#

$(D(

#

D

'

$$

(!

((D+

-

$/

.蔡杏珊#吴龙章#吴妙玲#等
+

两种固体培养基对分枝杆菌培养

影响的比较
+

中华检验医学杂志#

/%%'

#

/)

'

C

(!

'$0+

-

$'

.郭钧
+

结核病细菌学
+

沈阳!辽宁科学技术出版社#

$(D'

!

$$.C/+

-

$0

.吴龙章
+

老化培养基对结核菌培养及乙醇溶解药物原液对耐药

性试验影响的若干问题""广东省防痨协会
+

广东省第三界结

核病学术交流会汇编
+

广州!广东省防痨协会#广州#

$(DD+

-

$C

.中国防痨协会基础专业委员会
+

结核病诊断实验室检验规程
+

北京!中国教育文化出版社#

/%%)

!

$'.)C+

-

$)

.吴龙章#蔡杏珊#关玉华#等
+))

例非结核分枝杆菌肺病的临床

分析
+

中国防痨杂志#

/%%'

#

/C

'

0

(!

/C1./C(+

-

$1

.吴龙章#钟炳棠#刘燕文#等
+

对/结核病诊断细菌学检验规程0

的一点看法
+

中国防痨杂志#

/%$/

#

'0

'

'

(!

$(/.$('+

-

$D

.吴龙章#谭守勇#谭耀驹#等
+

对硝基苯甲酸与盐酸羟胺对分枝

杆菌菌群进行初筛的比较
+

中华结核和呼吸杂志#

/%$'

#

')

'

$$

(!

D''.D'C+

-

$(

.吴龙章#潘美玉#刘欣#等
+

结核分枝杆菌对对硝基苯甲酸耐药

性的研究
+

中华结核和呼吸杂志#

/%$$

#

'0

'

/

(!

$$1.$$(+

'收稿日期!

/%$'.$$./1

(

'本文编辑!张晓进(

关于举办'现代结核病控制理论与实践

(((临床诊治提高研讨班)的通知

为了满足各级结核病防治人员学习现代结核病控制新

知识&新技术的需要#经研究决定举办
/%$0

年2现代结核病

控制理论与实践111临床诊治提高研讨班3%本次提高研讨

班将使用新修订出版的教材#邀请我国结核病领域著名专家

王撷秀&马&朱莉贞&周新华&赵雁林等授课%每位参加者

可获得继续医学教育
*

类学分
$%

分#请组织有关人员参加%

一&培训对象

从事结核病防治&临床工作的各级各类医务人员%

二&培训日期

/%$0

年
C

月
$/

日报到#

C

月
$'

1

$C

日学习#

$)

日撤离%

三&培训地点

北京市朝阳区香河园路左家庄
$/

号院'解放军总装备

部工程设计研究总院招待所(%电话!

%$%.))'CDC0)

&

%$%.))'C($11

%

四&培训费用

资料费
D%%

元"人%交通费&食宿费用自理'食宿统一按排(%

五&乘车路线

$+

北京南站!地铁
0

号线到角门西站下#换乘地铁
$%

号

线到三元桥站下#

e

西北口出#换乘
(0/

&

('0

&

(/'

&

($D

&

(D%

&

DC%

路公交车到左家庄站'

$

站(下车#步行
$C%

米即到%

/+

北京西站!乘地铁
(

号线#到军事博物馆站'

$

站(换

乘地铁
$

号线到国贸站#或到白石桥南换乘地铁
)

号线到呼

家楼站#换乘地铁
$%

号线到三元桥站下#其他同上)或从北

广场乘
C/

路公交车至东单路口西站#换乘
$/%

路公交车到

左家庄站下车%

'+

首都机场!乘机场大巴或机场快轨到三元桥站#

e

西

北口出#换乘同上%

0+

北京站!北京站前街乘
/0

路公交车直达左家庄站

下车%

六&报名

请于
/%$0

年
0

月
'%

日以前将报名回执以电子邮件或

传真发往中国防痨协会秘书处#电子信箱!
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P

!

$)'+

:"3

#传真!

%$%.)C/C101C

&

%$%.)C/C1C%(

%

联系人!

$')D'')D'')

'蒋建英(&

$'C/%'0D)'1

'朱桂林(%

中国防痨协会秘书处
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