
1

Utilização pretendida

A BD BBL Gram Slide (Lâmina Gram BD BBL) é utilizada para avaliar e controlar a 
qualidade dos reagentes e técnicas da coloração Gram.

Resumo e Explicação

Os procedimentos do controlo de qualidade são efectuados para ajudar a garantir que 
as informações apresentadas pelos laboratórios são exactas, fiáveis e reprodutíveis. Os 
reagentes e o pessoal são monitorizados em intervalos estabelecidos para documentar a 
validade do método de teste.1-8 A BD BBL Gram Slide oferece um controlo padronizado, 
estável e previamente testado para ser utilizado durante o teste dos reagentes da 
coloração Gram. A lâmina preparada elimina a necessidade de manutenção de culturas 
de reserva para preparar lâminas.

Princípios do Procedimento

As lâminas preparadas com culturas de controlo de qualidade conhecidas 
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922) são utilizadas para 
testar os reagentes e a técnica de coloração Gram. Em consequência, as variáveis que 
poderiam causar resultados de teste incorrectos podem ser detectadas e corrigidas.

Em todos os microrganismos corados por este procedimento forma-se um complexo 
de violeta cristal-iodo no protoplasma (não na parede celular). Os microrganismos que 
retêm este complexo corante após a descoloração são classificados como Gram-positivos, 
enquanto que os microrganismos que podem ser descorados e contrastados são 
classificados como Gram-negativos.

Após a ruptura ou remoção da parede celular, o protoplasma de células Gram-positivas 
(bem como de células Gram-negativas) pode ser descorado e o atributo das células 
Gram-positivas perder-se-á. Assim, o mecanismo da coloração Gram parece estar 
relacionado com a presença de uma parede celular intacta capaz de actuar como uma 
barreira à descoloração do corante primário.

Em geral, a parede celular apresenta uma permeabilidade não selectiva. Teoriza-se que 
durante o procedimento da coloração Gram a parede celular das células Gram-positivas 
é desidratada pelo álcool existente no descolorante e deixa de ser permeável retendo, 
assim, o corante primário. No entanto, a parede celular das células Gram-negativas 
possui um teor em lípidos mais elevado e torna-se mais permeável quando tratada com 
álcool, resultando na perda do corante primário.

Reagentes

A BD BBL Gram Slide é uma lâmina de 
microscópio convencional, de  
2,54 cm x 7,6 cm, com 10 quadrados 
gravados. Um quadrado contém 
microrganismos de controlo não corados. 
Os restantes nove quadrados estão 
disponíveis para corar os isolados de teste. O quadrado de controlo, identificado como 
(C±), é constituído por uma mistura de cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos, 
respectivamente Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922. A  
BD BBL Gram Slide tem de ser fixada pelo calor antes de ser corada.

Precauções: 

Para diagnóstico in vitro. 

Os microrganismos de controlo foram inactivados quimicamente e secos ao ar, sobre a 
lâmina. No entanto, todas as lâminas devem ser manuseadas como se tivessem material 
infeccioso. Cumprir o procedimento laboratorial estabelecido para manuseamento e 
eliminação adequados de materiais infecciosos.

Devido a um possível transporte de microrganismos durante o procedimento de 
coloração, não se recomenda a utilização deste produto com amostras clínicas.

Armazenamento: Armazenar a BD BBL Gram Slide a temperaturas inferiores a 30 ºC. Não 
expor as lâminas a temperaturas extremas.

O prazo de validade refere-se ao produto contido no recipiente intacto e armazenado 
conforme indicado.
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As lâminas coradas permanecem estáveis por tempo indeterminado e podem ser 
guardadas como um registo permanente.

Deterioração do produto: Não utilizar um produto que não cumpra as especificações do 
desempenho para a identificação e reacção Gram.

PROCEDIMENTOS

Material fornecido: BD BBL Gram Slide.

Material necessário mas não fornecido: Reagentes da coloração Gram, aquecedor de 
lâminas ou bico de Bunsen, suporte de coloração, pinças e microscópio convencional 
com lente de imersão em óleo.

Procedimento do teste

Fixe a BD BBL Gram Slide pelo calor, passando-a duas a três vezes pela chama de um 
bico de Bunsen. Em alternativa, mantenha a lâmina em frente a um micro-incinerador 
durante 5 a 10 sec. Não aqueça excessivamente.

1.	 Core a BD BBL Gram Slide em conjunto com as lâminas de teste, utilizando os 
reagentes da coloração Gram e seguindo os procedimentos recomendados pelo seu 
laboratório.

2.	 Durante o procedimento de coloração, mantenha as lâminas bem separadas para 
evitar a contaminação cruzada de reagentes da coloração de lâmina para lâmina.

3.	 Observe a lâmina corada ao microscópio com a lente de imersão em óleo e registe 
os resultados.

Controlo de qualidade pelo utilizador: Core as lâminas com a têcnica da coloração Gram 
e examine-as ao Microscópio. o quadrado “C±” deverã conter uma mistura de cocos 
Gram-positivos e de bacilos Gram-negativos.

INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS

Observe as lâminas coradas com coloração Gram ao microscópio com a lente de imersão 
em óleo. Registe o aspecto dos microrganismos observados (isto é, a morfologia e a cor).

LIMITAÇÕES do Procedimento

O aquecimento excessivo durante a fixação do esfregaço de teste, a descoloração 
inadequada, um procedimento de lavagem excessivamente forte ou a deterioração 
dos reagentes de coloração utilizados poderão resultar numa coloração anormal ou na 
perda parcial do esfregaço na secção do controlo da lâmina.1

Os agentes antimicrobianos podem causar um aumento da sensibilidade do isolado de 
teste à descoloração no procedimento da coloração Gram.1

Tal como com qualquer outro procedimento que envolva a adição de vários isolados 
a uma única lâmina, existe a possibilidade de alguns microrganismos se destacarem 
e flutuarem sobre a lâmina durante o processo de coloração. Os isolados que exibam 
padrões de coloração duvidosos ou inesperados devem ser reexaminados utilizando um 
único esfregaço por lâmina.1

A reacção da coloração Gram é alterada pela ruptura física da parede bacteriana ou do 
protoplasma. As paredes celulares das bactérias Gram-positivas interpõem uma barreira 
que impede a saída do complexo corante a partir do citoplasma. As paredes celulares das 
bactérias Gram-negativas contêm lípidos solúveis em solventes orgânicos que ficam então 
livres para descolorarem o citoplasma. Portanto, um microrganismo que seja fisicamente 
destruído pelo excesso de calor não irá reagir à coloração Gram conforme esperado.

“Para a obtenção de resultados exactos é necessário o cumprimento estrito do 
procedimento e dos critérios de interpretação. A exactidão está altamente dependente 
da formação e perícia do microbiologista.”9

Os resultados da coloração Gram, incluindo a morfologia dos microrganismos, podem 
ser afectados pelo tempo de vida do isolado, por bactérias contendo sistemas de 
enzimas autolíticas, pela transferência de culturas a partir de meios com antibióticos, 
bem como pela colheita de amostras em doentes medicados com antibióticos.10 “O 
material de fundo e os artefactos também poderão interferir com a interpretação. 
O precipitado da coloração de Gram-positivos aparece normalmente como formas 
cocóides irregulares ou ásteres semelhantes a hifas de fungos.”10

CARACTERÍSTICAS DO DESEMPENHO

Os microrganismos Gram-positivos aparecerão com cor azul a púrpura. Os 
microrganismos Gram-negativos aparecerão com cor rosa a vermelho.
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