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Isolation and Identification of  Streptococci
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Hemolysis on sheep blood agar:
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Beta hemolysis refers to a clear, colorless zone surrounding the colony,

where a complete lysis of the red blood cells by the hemolysins has

occurred.
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Alpha hemolysis appears as a zone of partial hemolysis surrounding

the colony, often accompanied by a greenish or brown discoloration due to

oxidation of hemoglobin to met-hemoglobin by hydrogen peroxide
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پنومونیهوساسترپتوکوکخطیکشتپلیت.همولیزα(شکل
رافاطسبزبهمتمایلناحیه.استآلفاهمولیزنشاندهندهی

.شودمیایجادخونیقرمزسلولهایناقصلیزدلیلبهکلنیها



Gamma hemolysis refers to no hemolysis or discoloration of the agar 

surrounding the colony.

Dr A.Mohammadi8

کوساستافیلوکودارایکشتخطیپلیتهمولیزү(شکل
رازیهمولیخونگوسفندیهیچآگاررویمحیطاپیدرمیدیس

.نمیدهدنشان



آن ها.وندمی شنامیدههماسترپتولیزین،استرپتوکوک هاتوسطشدهتولیدهایهمولیزین
.دارندوجود-SنوعوOنوع–شکلدوبه

فعالیتبیشتریندارایبی هوازیشرایطدرواکسیژنبهحساس،Oاسترپتولیزین
.می باشد

بی،خوبهوبهینهطوربهبی هوازیشرایطدرولیبودهاکسیژنبهمقاوم،Sاسترپتولیزین
.می شودبیان

،دارونخآگارمحیطدرهااسترپتولیزینبرایمناسبمحیطیکآماده سازیروشساده ترین
Streak–stab)خطی-عمقیتکنیک technique)می باشد.

هبسپسوخطیصورتبهجداسازیمنظوربهرادارخونآگارپلیتابتداروش،ایندر
طحسزیرمحیطاکسیژنکمغلظتدلیلبهعمقیکشت.شودمیدادهکشتعمقیصورت

.می شوداسترپتولیزینفعالیتتقویتموجب،پلیت
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همولیزین
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بیهوازیوهوازیهمولیز(شکل
زمانیهنشدشناساییگلوکشتنمونه
دارای،میکندرشدسطحرویکه

ردنبفرومناطقاطرافدروآلفاهمولیز
.یدهدمنشانرا(پیکان)بتاهمولیز،لوپ
زینهمولیتولیدازناشیمشاهدهنوعاین

.استاکسیژنبهحساس



Gram Positive cocci

Catalase

streptococci

Staphylococci
Micrococci

- +

Gram Stain

α

Growing on sheep blood agar ( hemolysis )

β γ
S. Pneumoniae
S. viridans

S.agalactiae
S. pyogenes

Enterococcus spp.
(E. faecalis)

Non Enterococcus
(S.bovis)
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:پیوژنزاسترپتوکوک
.میگیردقرارلنسفیلدبندیطبقهAگروهدرکههستندمثبتیگرمکوکسیهای
.استیکهمولیتبتا،میکندرشددارخونآگاررویبرکههنگامیپیوژنزاسترپتوکوک

.هستندمنفی،کاتالازآنزیمتولیدنظرازاسترپتوکوکها
ودمیشایجادباکتریاینتوسطعفونتمیلیون۷۰۰سالیانهکهمیشودتصورطوراین
.هستندشدیدآنهاازموردهزار۶۵۰که

.است%۲۵حدودپیوژنزاسترپتوکوکتوسطشدهایجادعفونتهایمیرومرگمیزان
یتفاسئ،سلولیتسرخ،بادزخم،زرد،(چرکیگلودرد)فارنژیت:مهمبیماریهایعامل

(Mپروتئین)ایمنیخودبیماریهای،توکسیکشوکسندرمومخملک،نکروزان
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فکالیسانتروکوک
.میشدبندیطبقهDگروههایاسترپتوکوکباهمراهباکتریاین،پیشتر

برخیدرهمچنین.استپستاندارانسایروانسانرودههمزیستباکتری،فکالیسانتروکوک
.میرودبکارنیزپروبیوتیکیغذاییمکملهایاز

.داردنقشبیمارستانیهایعفونتایجاددرفکالیسانتروکوک
.استمقاومبیوتیکهاازآنتیبسیاریبهذاتیبطورباکتریاین

قراریدندانپزشکهایدستکاریتحتکهدندانهاییریشهکانالدرفکالیسانتروکوک
.شدهاستدیدهگستردهبطورنیزگفتهاند

تخمیرگازایجادبدونراگلوکز.استاختیاریبیهوازیومتحرکغیر،فکالیسانتروکوک
کاذبمثبتکاتالازواکنشکند،رشدخوندارآگاررویبراگر.استمنفیکاتالازومیکند
.نمیکندمایعراژلاتیناماکردهاحیارالیتموسشیرباکتری،این.است
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(لامی)کاتالاز -1
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:مراحل
باکتری) BLOODکشتمحیطدرراپایوجنزوفکالیس1 AGARکشت

مشاهدهرانتیجهکردنانکوبهازپسو(قسمتیدو)میدهیمخطی
(کنیدتلقیحهمعمقیصورتبه).میکنیم
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همولیزین-2



حساسیت به باسیتراسین-3
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رابهدوقسمتپلیت



B

Bacitracin Sensitivity Test:

Results:
Positive test: any zone of inhibition around the disc.

B

Bacitracin Resistant Bacitracin Sensitive

S.pyogenesS.agalactiae
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Bacitracin Sensitivity Test:
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اسکولینبایل-4
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Bile Esculin Test

وبوویسساسترپتوکوکوگروهجداسازیجهتانتخابیعاملیکعنوانبهنیزصفرا
ینکهاضمن.استشدهافزودهمحیطبهها¬استرپتوکوکدیگرازها¬انتروکوک
درمثبتتستیکدادننشانبرایشدهاکسیدآهنمنبععنوانبهفریکسیترات

.داردوجودمحیطاین

ازبسیاریوکنندهیدرولیزاسیدیشرایطدررااسکولینقادرندباکتریهاازبسیاری
اینبا.ندنمایتحملراصفراقادرندنیزمنفیگرمهای¬انتریکخصوصاًباکتریها

گروهوها¬انتروکوکتنهامعمولطوربه،ها¬استرپتوکوکمیاندرحال،
,S.equinus)بوویساسترپتوکوکوس S. gallolyticus, S. infantarius,

and S. alactolyticus)یزهیدرولرااسکولینوکردهتحملراصفرامیتوانند
.کنند
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تجزیهدرآزمایش،ایندر
وکز،گلواسکولتینبهاسکولین
(Fe+3)آهنباحاصلهاسکولتین
وادهدنشانواکنشفریکسیترات

ایجادتیرهقهوهایرسوبیک
.میکند

بتمث،اسکولینبیلآزموننظراز
هنقطدرومیشودگرفتهنظردر

راکاریچنینقابلیتاگرمقابل
رفتهگنظردرمنفیباشد،نداشته
میشود
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نمک% 6/5کشت بر روی محیط حاوی -5
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6.5% NaCl medium

Enterococcus spp. Grow well in 6.5% NaCl medium(6.5%NaCl in brain 

heart infusion broth ) but S.bovis will not.

Negative after 24hrs

S.bovis

Positive after 24hrs

Enterococcus spp.
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تست کمپ-6

Dr A.Mohammadi26



(-)استرپتوکوکوسگونه هایسایراز)+(Bگروهآگالاکتیهاسترپتوکوکوسافتراقبرای
.می شوداستفاده

کهمی کندتولیدCAMPفاکتورنامبههمولیتیکپروتئینیکBگروهآگالاکتیهاسترپتوکوکوس
رئوساوزیرگونهاورئوساستافیلوکوکوسبتاهمولیزینبا(سینرژیک)هم افزاییصورتبه

.می کندهمکاری

ونهزیرگاورئوساستافیلوکوکوسبرعمودصورتبهباکتریمجهولنمونهازخطیکهزمانی
زله یمنبهپیکاننوکشبیههمولیزناحیهتشکیل،(شکل)می شودکشتآگاررویاورئوس

.می باشدنتیجهبودنمثبت
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تست کمپ
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CAMP test : Beta-hemolytic Staphylococcus aureus

S.agalactiae Beta hemolytic 

Streptococci not 

S.agalactiae
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تست های اضافی



Pyrrolidonyl-beta-naphthylamide (PYR) test

S.pyogenes posses the enzyme L-pyroglutamyl aminopeptidase which 

hydrolyzes Pyrrolidonyl-beta-naphthylamide with the formation of free 

β- naphthylamine, which combines with  cinnamaldehyde reagent to form 

a bright- red end product.

Method  :
Rub a small amount of a colony to be tested on 

a surface of a filter paper impregnated with PYR 

( available commercially ).

Add one drop of freshly reconstituted detector 

reagent N,N- dimethylaminocinnamaldehyde, 

with detergent ( available commercially), and 

observe for a red color within 5 minutes.
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Hippurate hydrolasis test:

Group B streptococci contain the enzyme hippuricase , which can hydrolyze 

hippuric acid . Other β streptococci  lack this enzyme .

The production pf hippuricase results in the hydrolysis of sodium hippurate

With the formation of sodium benzoate  and glycine .

The hydrolysis of hippurate can be detected by one of two methods:

 Standard test for benzoate using ferric chloride

 Rapid test for glycine using ninhydrin reagent
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Standard test for benzoate using ferric chloride

Media and reagent:
Sodium hippurate medium

Brain Heart infusion broth.

1% Sodium hippurate.

Ferric chloride reagent

Fecl3 12g. 

2% aqueous HCl 100 ml.

Procedure :
Incubate a tube of sodium hippurate medium with the organism. 

Incubate for 20 hours or longer at 37 OC.

Centrifuge the medium to pack the cells and pipette 0.8 ml of the 

clear supernatant in to a clean test tube.

Add 0.2 ml of the ferric chloride reagent and mix.

Result:
A heavy precipitate will for upon addition of Fecl3 reagent. 
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Rapid test for glycine using ninhydrin reagent

Media and reagent:
Sodium hippurate medium

1% Sodium hippurate.

Distilled water.

Ninhydrin reagent

Ninhydrin 3.5 g.

1: 1 Acetone/butanol 100 ml.

Procedure :
Incubate a large loop of a β streptococci culture in to 0.4 ml of the 

sodium hippurate medium and incubate for 2 hours at 37 OC.

Add 0.2 ml of the ninhydrin reagent.

Result:
The presence of a deep purple color  after the adition of ninhydrin

reagent  within 10 minutes indicate the presence of glycine.
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Around the turn of the century (1900) German physician and bacteriologist

Friedrich Neufeld discovered that antibodies against specific pneumococcal

capsular antigens could be produced and used for typing Streptococcus

pneumoniae organisms.

These antibodies, when bound to the cell wall antigen produced a clearing

around each individual cell with the appearance of the capsule having swollen.

The word “Quellung” is German for ‘swelling’ however this is a misnomer as the

capsule does not swell but simply appears enlarged with the clear zone produced

by the bound antibodies.

The clearing is best visualized by using a stain to enhance contrast between the

clear zone of bound antibody and the surrounding material.

Quellung Reaction
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Colony isolate, is placed on a clean microscope slide and allowed to dry. 

A drop of *Polyvalent Quellung antisera is applied to the slide and mixed 

with a drop of methyene blue stain. 

A coverslip is place onto the mixture and allowed to incubate/react at room 

temperature for 15-20 minutes. 

The slide is then examined under the microscope for distinct clearing around 

the cells. 

One may have to search for a microscopic field which best shows the 

clearing. A distinct zone of clearing indicates a positive Quellung reaction and 

confirms the identification as Streptococcus pneumoniae.

Procedure:

*Polyvalent Antisera- contains all known serotypes to identify any 

pneumococcus. Specific or individual antisera can be employed for scientific 

study of individual serotypes.
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Quellung Reaction
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Fluorescent antibody (FA) staining

Streptococcus pneumoniae, FA stain showing its 

antiphagocytic capsule (CDC). 

Dr A.Mohammadi 40



Streptococcus faecalis broth (SF broth) :

Media and reagent:
Tryptone 

D-glucose

Monopotassium phosphate

Dipotassium phosphate

Sodium azide 

Sodium chloride 

Bromocresol purple

pH= 6.9

Principle:
The tryptone and dextrose supply the nutrients required for the growth of 

enterococci. Sodium azide exhibits a bacteriostatic effect on gram-negative 

bacteria through its inhibitory action on enzymes in the electron transport 

system. Bromcresol  purple serves as a pH indicator.
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Pyrrolidonyl-beta-naphthylamide (PYR) test

Enterococcus spp. Posses the enzyme L-pyroglutamyl aminopeptidase

which hydrolyzes Pyrrolidonyl-beta-naphthylamide with the formation 

of free β- naphthylamine, which combines with  cinnamaldehyde reagent 

to form a bright- red end product.

Method  :
Rub a small amount of a colony to be tested on 

a surface of a filter paper impregnated with PYR 

( available commercially ).

Add one drop of freshly reconstituted detector 

reagent N,N- dimethylaminocinnamaldehyde, 

with detergent ( available commercially), and 

observe for a red color within 5 minutes.
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حساسیت به اپتوکین
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α-hemolytic Sterptococci

Definitive test to differentiate between

• S. pneumoniae & viridans Streptococci

S.pneumoniae is inhibited by less than 5 µg/ml Optochin reagent

(ethylhydroxycupreine hydrochloride ) giving a zone of inhibition.

Principle:

Optochin Sensitivity Test:

S.pneumoniae

S. viridans
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Optochin Sensitivity Test:

Procedure:
1. Inoculate blood agar plate with the test organism.

O

2. Aseptically apply Optochin disc onto 

the center of the streaked area.

3. Incubate the plate at 37oC for 24 hrs.

4. Accurately measure the diameter of 

the inhibition zone around the disc.
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Optochin Sensitivity Test:

Results:
Sensitive with inhibition zone equal or more than 14 mm when disk with diameter  

equal 6 mm or 16 when 10 mm disk is used.Dr A.Mohammadi 46
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:منبع
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،3-1جلد،شناسیمیکروبآزمایشگاههایمهارت•
:نگارش

(س)الزهرادانشگاهعلمیهیئتعضو-محمدیعلیدکتر•
بهشتیشهیددانشگاه–میرشفیعیحمیدهدکتر•


