
 BBL Gram Slide
Pour l’évaluation des réactifs et des techniques de 
coloration utilisés pour la coloration de Gram

Français

APPLICATION
BD BBL Gram Slide (lame pour coloration de Gram BD BBL) permet d’évaluer et de contrôler la 
qualité des réactifs et des techniques utilisés pour la coloration de Gram.

RESUME ET EXPLICATION
L’application de méthodes de contrôle de la qualité permet de garantir que les informations fournies 
par les laboratoires sont précises, fiables et reproductibles. Les réactifs et le personnel sont contrôlés 
à intervalles réguliers afin de prouver la validité des méthodes de test utilisées.1-8 L’utilisation de la 
BD BBL Gram Slide constitue un moyen de contrôle standardisé, pré-testé et stable permettant de 
tester les réactifs utilisés pour une coloration de Gram. L’utilisation de lames préparées rend inutile la 
conservation de cultures souches en vue de nouvelles expériences.

PRINCIPES DE LA METHODE
Des lames contenant des cultures connues pour leur efficacité en matière de contrôle de qualité 
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922) sont utilisées pour tester les 
réactifs et techniques employés pour la coloration de Gram. De ce fait, les variables susceptibles de 
fausser les résultats des tests peuvent être identifiées et corrigées.
L’iode et le violet de gentiane forment un complexe dans le protoplaste (et non dans la paroi cellulaire) 
de tous les organismes colorés pendant cette procédure. Les organismes capables de retenir ce 
complexe colorant une fois la procédure de décoloration achevée sont qualifiés d’organismes “ Gram-
positifs “, tandis que ceux qui sont décolorés ou contre-colorés sont dits “ Gram-négatifs “.
Toute perturbation ou retrait d’une partie de la paroi cellulaire peut entraîner la décoloration du protoplaste 
des cellules Gram-positives (et Gram-négatives) et la perte du caractère Gram-positif. Ainsi, le mécanisme 
de la coloration de Gram semblerait lié à l’existence d’une paroi cellulaire intacte, capable de jouer le rôle de 
barrière contre la décoloration du colorant primaire.
En général, la paroi cellulaire est non sélectivement perméable. En théorie, pendant l’exécution de la 
coloration de Gram, la paroi des cellules Gram-positives se déshydrate sous l’influence de l’alcool présent 
dans le décolorant et perd de sa perméabilité, et retient ainsi le colorant primaire. En revanche, la paroi des 
cellules Gram-négatives, dont la teneur en lipides est supérieure, devient plus perméable sous l’effet de 
l’alcool, ce qui entraîne la perte du colorant primaire.

REACTIFS
La BD BBL Gram Slide est une lame porte-objet 
conventionnelle de 2,54 cm x 7,6 cm divisée en 10 
carrés. L’un des carrés contient des organismes de 
contrôle non colorés. Les neuf carrés restants peuvent 
servir à la coloration des isolats à tester. La carré de 
contrôle, repéré de l’indication (C±), est constitué 
d’un mélange de cocci Gram-positifs et de bacilles 
Gram-négatifs : Staphylococcus aureus ATCC 25923 
et Escherichia coli ATCC 25922 respectivement. La température de la BD BBL Gram Slide doit être fixée 
avant de commencer la coloration.
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AVERTISSEMENTS ET PRÉCAUTIONS : 
Réservé au diagnostic in vitro.
Les organismes de contrôle doivent avoir été chimiquement inactivés et séchés à l’air directement 
sur la lame. Malgré ces précautions, toutes les lames doivent être manipulées comme du matériel 
contaminé. Suivre les procédures de laboratoire appropriées et homologuées applicables à la 
manipulation et à l’élimination des matériels contaminés.
Compte tenu du risque de transfert d’organismes pendant la coloration, l’usage de ce produit sur des 
échantillons cliniques n’est pas recommandé.
Conservation :  Conserver la BD BBL Gram Slide à une température inférieure à 30 °C. Ne pas 
exposer les lames à des températures extrêmes.
La date de péremption s’applique au produit contenu dans son emballage intact et conservé 
conformément aux instructions.
Les lames colorées conservent indéfiniment leurs propriétés et peuvent donc tenir lieu de 
support d’archives.
Détérioration du produit : Ne pas utiliser un produit qui ne satisfait pas aux spécifications de 
performance exigées en matière d’identité et de réaction de Gram.

MODES OPÉRATOIRES
Matériel fourni : BD BBL Gram Slide.
Matériaux requis mais non fournis : Réactifs pour coloration de Gram, platine chauffante pour lames 
ou bec Bunsen, support de coloration, pince et microscope conventionnel doté de lentilles à immersion 
dans l’huile.

Mode Operatoire Du Test
Stabiliser la température de la lame BD BBL Gram Slide en la passant deux ou trois fois au-dessus de 
la flamme d’un bec Bunsen. Ou alors, maintenir la lame devant un micro-incinérateur pendant 5 à 10 
secondes. Veiller à ne pas la surchauffer.



1. Colorer la BD BBL Gram Slide et les lames de test avec les réactifs pour coloration de Gram et 
selon les méthodes recommandées par le laboratoire.

2. Veiller à conserver les lames isolées les unes des autres lors de la phase de coloration afin d’éviter
tout phénomène de contamination croisée entre les réactifs utilisés sur les différentes lames.

3. Lire la lame colorée au microscope au moyen d’une lentille fonctionnant avec de l’huile à 
immersion et consigner les résultats.

Contrôle de qualité par l’utilisateur : Colorer les lames selon la technique de coloration de Gram, 
puis observer le résultat au microscope. Le carré repéré du signe “ C± “ doit contenir un mélange de 
cocci Gram-positifs et de bâtonnets Gram-négatifs.

INTERPRETATION DES RESULTATS
Observer au microscope les lames ayant subi l’épreuve de coloration de Gram, à l’aide d’une lentille à 
immersion dans l’huile. Consigner l’aspect des organismes observés (morphologie et couleur).

LIMITES DE LA PROCEDURE
En cas de surchauffe lors de la fixation de l’étalement test, de décoloration incorrecte, de lavage trop 
énergique ou de détérioration des réactifs utilisés, une coloration anormale ou une perte partielle de la 
couleur de l’étalement contenu dans la section de contrôle de la lame risque de se produire.1

La présence d’agents antimicrobiens peut rendre l’isolat de test plus sensible à une décoloration, lors 
de la procédure de coloration de Gram.1

Comme lors de toute procédure impliquant la présence de plusieurs isolats sur une même lame, il 
peut arriver que des organismes se dégagent et se déplacent sur celle-ci pendant la coloration. Les 
isolats qui présentent des motifs de coloration inattendus ou douteux doivent faire l’objet d’un deuxième 
examen ; veiller alors à utiliser un seul étalement par lame.1

Toute perturbation au niveau de la paroi cellulaire ou du protoplaste de la bactérie est susceptible de 
modifier les résultats de l’épreuve de coloration de Gram. Les parois cellulaires des bactéries Gram-
positives constituent une barrière contre le passage du colorant contenu dans le cytoplasme. Les parois 
cellulaires des bactéries Gram-négatives contiennent des lipides qui sont solubles dans les solvants 
organiques et peuvent donc décolorer le cytoplasme. C’est la raison pour laquelle un microorganisme 
dont l’état physique a été perturbé sous l’effet d’une exposition à une chaleur excessive ne répondra 
pas correctement à l’épreuve de la coloration de Gram.
“ Une observation stricte et rigoureuse de la procédure et des critères d’interprétation est nécessaire 
pour garantir l’exactitude des résultats. L’exactitude dépend dans une grande mesure de la formation et 
de l’habileté du microbiologiste. “9

Les résultats de l’épreuve de coloration de Gram, et notamment la morphologie des organismes, 
peuvent être affectés par l’âge de l’isolat étudié, par la présence de bactéries contenant des systèmes 
enzymatiques autolytiques, par l’utilisation de cultures dont le récipient avait auparavant contenu des 
antibiotiques, et par l’emploi d’échantillons prélevés sur des patients sous traitement antibiotique.10 “ 
Les données et artéfacts préexistants peuvent aussi fausser l’interprétation. Un précipité de colorant 
Gram-positif a généralement un aspect cocciforme ou se présente sous forme d’asters semblable à des 
hyphes fongiques. “10

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES
Les organismes Gram-positifs sont d’une couleur bleu-violet. La couleur des organismes Gram-négatifs 
est entre le rose et le rouge.

CONDITIONNEMENT
Nº cat. Description
231401 BD BBL Gram Slide, emballage individuel, 50.
REFERENCES : Voir la rubrique « References » du texte anglais.

Service et assistance technique : contacter votre représentant local de BD ou consulter le site  
www.bd.com.
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