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Isolierung und Identifizierung von psychrophilen Hefen aus 
vakuumverpacktem Rindfleisch 

Isolation and identification of psychrophilic yeasts from vacuum-packed beef 
 

J. KABISCH, E. ZIEGLER, A. STAUFENBIEL, H.-G. HECHELMANN,  
R. PICHNER und M. GAREIS 

 
 
Zusammenfassung 
 
Hefen sind ubiquitär in der Umwelt verbreitet und kommen in vielen unterschiedlichen Habi-
taten vor. So zeichnen sich Hefen dadurch aus, dass Isolate auch bei sehr niedrigen 
Wasseraktivitätswerten, sehr geringen Sauerstoffkonzentrationen und Temperaturen von 
< 0 °C wachsen. Hinsichtlich ihrer Bedeutung als Verderbserreger auf gekühltem, vakuum-
verpacktem Fleisch ist nur sehr wenig bekannt. Vakuumierte Rindfleischproben aus 
Neuseeland und Deutschland wurden daher auf das Vorkommen von Hefen und die 
Zusammensetzung der Hefepopulation untersucht. Insgesamt 26 Hefeisolate wurden 
sequenziert und davon alleine 13 der Gattung Candida zugehörig bestimmt. Weitere Arten 
ließen sich den Gattungen Cryptococcus und Debaryomyces zuordnen. Zudem wurden drei 
Hefen isoliert und identifiziert, über deren Vorkommen auf Fleisch bislang nicht berichtet 
wurde. Es handelt sich um Arten der Gattung Mrakia, die in der Antarktis, den Gletschern 
von Patagonien und den Alpen gefunden wurden. Die Isolate H 378 und H 379 wurden 
mittels molekularbiologischer und biochemisch-morphologischer Verfahren als Mrakia gelida 
identifiziert. Der Stamm H 380 wurde als Mrakia robertii bestimmt. Im Vergleich mit den 
Literaturdaten zeigt das Isolat jedoch einige deutliche Unterschiede bei der Verwertung von 
Zuckern und Zuckeralkoholen. Nach jetzigem Wissensstand könnte es sich beim Stamm 
H 380 um eine Subspezies von Mrakia robertii oder sogar um eine neue Art handeln. 
 
 
Summary 
 
Yeasts can be found in many habitats as they are able to grow at very low water activity 
values, very low oxygen concentrations and even temperatures below  0 °C. However, little is 
known about their role as possible spoilage organisms on vacuum packed meat. In this study 
eight bags of vacuum-packed beef were sampled from four different manufacturers. The total 
counts of yeasts were close to 1 x 104 cells g-1 of beef and there was no evidence of 
systematic contamination and spoilage. Overall, 26 yeasts were isolated and identified as 
belonging to 4 genera by 26S rRNA gene sequencing of the D1/D2 region. The yeasts 
identified were Candida sake, Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus 
curvatus, Cryptococcus laurentii and Mrakia gelida (H 378, H 379), and Mrakia spp. (H 380). 
The psychrophilic yeast genus Mrakia is reported for the first time in vacuum-packed beef. 
Both myo-inositol and D-glucuronate were assimilated. Positive results of the DBB 
(diazonium blue B) colour reaction and urease test were observed. Mrakia strain H 380 was 
identified by 26S rRNA gene sequencing as Mrakia robertii but showed significant 
biochemical differences to the reference strain indicating that this particular isolate 
represents a possible new species for Mrakia. 
 
 

Schlüsselwörter Hefen – Mrakia gelida – Mrakia spp. – vakuumverpacktes Rindfleisch 

Key Words yeasts – Mrakia gelida – Mrakia spp. – vacuum-packed beef 
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Einleitung 
 
Psychrophile Hefen werden im Gegensatz 
zu den psychrophilen Bakterien wie z. B. 
Clostridium estertheticum (BRODA et al. 
2009; BRODA et al. 2003), Pseudomonas 
spp. oder Brochothrix thermosphacta (ER-
COLINI et al. 2009; RUSSO et al. 2006) 
beim Verderb von vakuumverpackter 
Ware als unbedeutend angesehen – un-
geachtet dessen, das Hefen im direktem 
Vergleich mit psychrophilen Bakterien 
durchaus auch in der Lage sind sowohl bei 
Temperaturen von unter 0 °C als auch bei 
sehr niedrigen aW- und pH-Werten zu 
wachsen. Hefen können somit durchaus 
bei Temperaturen um die  –5 °C zur domi-
nierenden Spezies auf Fleisch und 
Fleischerzeugnissen werden (LOWRY and 
GILL 1984) und zu Verderbserscheinungen 
wie Gasbildung, Farbabweichungen und 
Geschmacksveränderungen führen (DIRI-
YE et al. 1993; ISMAIL et al. 2000; QUIROS 
et al. 2008; SANZ et al. 2005). Unter Küh-
lung (0-5 °C) haben psychrophile Hefen im 
Gegensatz zu den psychrotoleranten 
Milchsäurebakterien eine zu lange Gene-
rationszeit (WALKER and AYRES 1970). 
Dadurch kann sich normalerweise auf 
Fleisch- und Fleischprodukten relativ zügig 
eine von Lactobacillen dominierte Konkur-
renzflora etablieren (HU et al. 2008; JONES 
et al. 2008).  
 
Durch die Einführung neuer Verarbei-
tungs- und Verpackungstechniken kann 
sich jedoch die Zusammensetzung der 
Mikroorganismen verändern. Dies wie-
derum könnte ein Vorteil für psychrophile 
Hefen sein, die durch die fehlende bakte-
rielle Mikrobiota zu dominierenden Spe-
zies werden könnten (ABUNYEWA et al. 
2000; FLEET 1992; NIELSEN et al. 2008; 
SAMELIS and SOFOS 2003; VANDERZANT 
et al. 1983). 
 
Hefen können über vielfältige Wege auf 
den Schlachtköper oder auf das fertige 
Fleischerzeugnis gelangen. In Studien 
konnte gezeigt werden, dass Hefen, die in 
den Stallungen der Tiere gefunden worden 
waren, bereits kurz nach der Schlachtung 
von der Fleischoberfläche isoliert werden 
konnten (BAXTER and ILLSTON 1976;

DALTON et al. 1984). Als weitere Konta- 
minationswege spielen verunreinigte 
Schlachtwerkzeuge, die Luftumwälzung 
(NORTHCUTT et al. 2004; REN and FRANK 
1992) in den Schlachtbetrieben und unge-
nügende Desinfektionsmaßnahmen in den 
Betrieben eine bedeutende Rolle (SAME-
LIS and SOFOS 2003; WALKER and AYRES 
J.C. 1970). Während in den Stallungen 
und im Schlachthof ein breites Spektrum 
an Hefepopulationen nachgewiesen wer-
den konnte, scheinen sich auf Fleisch-
erzeugnissen allerdings nur bestimmte 
Spezies durchzusetzen. Zur domi-
nierenden mykogenen Mikrobiota auf 
Fleisch- und Fleischerzeugnissen gehören 
Arten der Gattungen Candida, Crypto-
coccus, Debaryomyces und Trichosporon, 
wobei mit 60-80 % Candida Arten am 
häufigsten vertreten sind (DILLON 1998; 
SAMELIS and SOFOS 2003; WOLTER et al. 
2000). Über das Vorkommen und die 
Zusammensetzung der Hefepopulationen 
bzw. deren mögliches Verderbspotential in 
vakuumverpacktem Fleisch ist bislang 
wenig bekannt und es existieren zurzeit 
nur empirische Daten. Ziel war es daher, 
das Vorkommen von psychrophilen Hefen 
in vakuumverpackten Rindfleischproben 
aus dem Handel erstmalig näher zu 
charakterisieren. 
 
 
Material und Methoden 
 
Isolierung 
 
Die Isolierung der Hefen erfolgte aus acht 
vakuumverpackten Rindfleischproben. 
Diese wurden im Handel von vier ver-
schiedenen Produzenten gekauft. Dabei 
stammten jeweils vier Produkte aus Neu-
seeland und vier aus Deutschland. Von 
jeder Probe wurden 20 cm2 in sterile 
Stomacherbeutel eingewogen und mit 
180 ml steriler, physiologischer Kochsalz-
lösung verdünnt und homogenisiert. Nach 
Anlegen einer dezimalen Verdünnungs-
reihe wurden für die Bestimmung der 
Hefenzahl jeweils 0,1 ml der Erstverdün-
nung bzw. der entsprechenden Verdün-
nungsstufe auf Malz Extrakt Agar (pH 5,6) 
ausgespatelt und für 72 Stunden bei 25 °C 
und parallel bei 4 °C für 168 Stunden 
aerob inkubiert.  
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Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl, 
Pseudomonaden-, Enterobacteriaceae- 
und Milchsäurebakterienkeimzahl 
 
Parallel zur Untersuchung auf psych-
rophile Hefen wurden die Proben einer 
begleitenden mikrobiologischen Diagnostik 
unterzogen. Dazu wurden 20 cm2 in sterile 
Stomacherbeutel eingewogen und mit 
180 ml steriler, physiologischer Kochsalz-
lösung verdünnt und homogenisiert. Nach 
Anlegen einer dezimalen Verdünnungs-
reihe wurden für die Bestimmung der 
Gesamtkeimzahl jeweils 0,1 ml der Erst-
verdünnung bzw. der entsprechenden 
Verdünnungsstufe auf Standard I Agar 
ausgespatelt und für 48 Stunden bei 30 °C 
inkubiert. Die Enterobacteriaceae-Keim-
zahl wurde auf DHL-Agar nach 24 h bei 
37 °C und die Milchsäurebakterien-Anzahl 
auf MRS-Agar nach 48 h bei 30 °C be-
stimmt. Die Berechnung der Enterobacte-
riaceae sowie die Zahl aerober Milchsäu-
rebakterien und der aeroben mesophilen 
Keimflora erfolgte wie unter der Methode 
L 06.00 der Amtlichen Sammlung von 
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB 
Punkt 8 beschrieben. 
 
DNA-Extraktion 
 
Für die molekularbiologische Identifizie-
rung wurden anschließend von den Plat-
ten morphologisch verschiedene Isolate 
ausgewählt und aus diesen die DNA 
isoliert. Dazu wurden die Hefe-Isolate für 
72 h bei 10 °C in Standard I Nährbouillon 
kultiviert. Anschließend wurde 1 ml der 
Kultur entnommen und bei 5000 x g für 10 
Minuten abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Pellet wurde in einem 
weiteren Schritt in 600 µl sterilem Sorbit-
Puffer aufgenommen und mit dem Hefe-
Protokoll (Quiagen, DNeasy Blood and 
Tissue Kit) weiter aufgearbeitet.  

PCR  
 
Für die Sequenzierung wurde die D1/D2 
Domäne des 26S rRNA Gens ausgewählt. 
Die D1/D2 Domäne am 5` Ende der gro-
ßen Untereinheit (26S) weist ausreichend 
Substitutionen auf, anhand derer Spezies 
identifiziert werden können und für fast 
alle Hefespezies liegen Sequenzen dieser 
Domäne in Datenbanken vor. Dadurch ist 
eine relativ schnelle und zuverlässige 
Identifizierung von Hefen mit Hilfe der Se-
quenzierung der D1/D2 Domäne möglich. 
Als Primer wurden die von LIBKIND et al. 
2003 beschriebenen Primer NL 1 (5´GCAT 
ATCAATAAGCGGAGGAAAAG3´) und NL 4 
(5´GGTCCGTGTTTCAAGACGG3´) ausge-
wählt und wie in Tabelle 1 angegeben 
dem PCR-Ansatz zugesetzt. Somit ergab 
sich ein Gesamtvolumen von 50 μl pro 
Ansatz. Bei jeder PCR-Reaktion wurde 
eine Reagentienkontrolle (A. bidest. an-
stelle von DNA) als Negativkontrolle mit-
geführt. Die Reaktionsgefäße wurden un-
mittelbar nach dem Pipettieren in den 
Thermocycler verbracht und die DNA mit 
dem in Tabelle 2 beschriebenen Pro-
gramm amplifiziert. 
 
 

 
Tab. 1: Reaktionsansatz für die PCR 
 

Reagenz µl/Mix 
LAL-Wasser 29,50 µl 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase   0,5  µl 
dNTP-Mix   5,0  µl  
MgCl2   3,0  µl 
PCR Puffer gold   5,0  µl 
NL 1   1,0  µl 
NL 4   1,0  µl 
Aufbereitete Proben-DNA   5,0  µl 

 
 

 
 
Tab. 2: Cyclerprogramm für die Amplifikation der D1/D2 Domäne 
 

Anzahl Schritt Temperatur Dauer 
  1 x Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
40 x Denaturierung 92 °C 40 sec 
 Annealing 55 °C 40 sec 
 Extension 72 °C 30 sec 
  1 x Extension 72 °C 10 min 
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Nach dem Ablauf des Cyclerprogrammes 
(vgl. Tab. 2) wurden die Amplifikate mit je 
5 μl Gel-Loading-Puffer gemischt, 10 μl 
einer Probe auf ein 1,5%iges Agarosegel 
aufgetragen und gelelektrophoretisch ge-
trennt. Je Gel wurden der Molecular 
Weight Marker XIII (Roche, Mannheim) 
und eine Reagentienkontrolle mitgeführt. 
Nach Färben der Gele in Ethidiumbromid-
lösung wurden die Laufbanden unter UV-
Licht sichtbar gemacht. 
 
Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung der D1/D2 Region 
wurde direkt von den aufgereinigten PCR-
Produkten vorgenommen. Dazu wurden 
die Proben an einen kommerziellen Se-
quenzierservice (Eurofins MWG, Ebers-
berg, Deutschland) geschickt. Die Aufrei-
nigung der Proben erfolgte mit dem Auf-
reinigungskit Qiaquick PCR (Qiagen, 
Mannheim) entsprechend den Hersteller-
angaben. Die Stämme wurden anschlie-
ßend mit Hilfe der GeneBank Database 
(BLASTN freeware from www.ncbi.nlm. 
nih.gov/BLAST) identifiziert. Die Amplifika-
tion der PCR-Produkte sowie die Sequen-
zierung der 600-650 bp großen D1/D2 
Region wurde zweimal wiederholt. Zur 
Kontrolle der Aufarbeitung und Sequen-
zierung wurden die folgenden Referenz-
stämme der Deutschen Sammlung für 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, 
Braunschweig) mit sequenziert: Candida 
zeylanoides DSMZ Nr. 70185, Candida 
sake DSMZ Nr. 70763, Cryptococcus cur-
vatus DSMZ Nr. 70022, Debaryomyces 
hansenii DSMZ Nr. 3428, Yarrowia lipoly-
tica DSMZ Nr. 70561 und Mrakia frigida 
DSMZ Nr. 46348 (Typstamm).  
 
Biochemische und morphologische  
Charakterisierung der Isolate 
 
Zur Bestätigung der Sequenzierung wur-
den die Hefeisolate anschließend mit 
Standardverfahren biochemisch und mor-
phologisch näher charakterisiert (KURTZ-
MANN and FELL 1998).  
 
Für die Assimilationstests wurden die fol-
genden Verbindungen ausgewählt: Glu-
cose, D-Galaktose, L-Sorbose, Saccha-
rose, Maltose, Zellobiose, Raffinose, Me-
lezitose, D-Xylose, L-Arabinose, D-Ribose, 

L-Rhamnose, D-Glucosamin, Glycerin, 
Stärke, myo-Inositol, Arbutin, Melibiose, 
D-Gluconat, Inulin, Methanol, Ethanol, Cit-
rat, Mannitol und D-Glucuronat.  
 
Neben den Assimilationstests wurden mit 
dem Diazonium Blue B Test nach PRIL-
LINGER et al. (1999) und mit dem Urease 
Test auch enzymatische Leistungen der 
Hefen untersucht. 
 
Des Weiteren wurde die Wachstums-
fähigkeit sowohl bei unterschiedlichen 
Temperaturen (2 °C, 5 °C, 10 °C, 15 °C, 
20 °C und 25 °C) als auch auf Medien mit 
einem hohen Zucker- (50 % Glucose/ 
Saccharose) bzw. Salzanteil (2 %, 5 %, 
10 % w/v) überprüft.  
 
Alle Untersuchungen wurden im Dreifach-
ansatz bei 10 °C durchgeführt und als in-
terne Kontrollen wurden die Typstämme 
der Hefen Candida zeylanoides, Yarrowia 
lipolytica, Debaryomyces hansenii und 
Mrakia frigida (s. o.) verwendet. 
 
Für die morphologische Charakterisierung 
wurden die Isolate bei 10 °C für 7, 14, 21 
und 28 Tage auf Malz Extrakt-Agar und für 
die licht- und elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen in Standard I Bouillon kulti-
viert. Zur Vorbereitung für die mikroskopi-
schen Aufnahmen wurden die Zellen bei 
5000 x g für 8 Minuten abzentrifugiert und 
anschließend zweimal in physiologischer 
Kochsalzlösung (0,85 % NaCl) gewa-
schen. Im Anschluss daran erfolgte die 
Aufnahme mittels Rasterelektronenmikro-
skop.  
 
 
Ergebnisse  
 
Mikrobiologie des vakuumverpackten 
Rindfleisches 
 
Alle Proben wiesen eine kräftige rote 
Farbe und einen typischen leicht säuerli-
chen Rindfleischgeruch auf und waren von 
sehr guter Qualität. Mit Gesamtkeimzahlen 
zwischen 5,2 x 107-3,4 x 108

 KbE/cm2 und 
Milchsäurebakterienzahlen im Bereich von 
über 1 x 107

 KbE/cm2 wurden in den acht 
Proben kaum Unterschiede zwischen den 
Herstellern festgestellt. Auch hinsichtlich 
der Belastung mit psychrophilen Hefen 
konnten keine deutlichen Unterschiede 
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Tab. 3: Gesamtkeimzahlen, Lactobacillen, Enterobacteriaceae und Hefezahl (Mittelwerte)  
der analysierten Rindfleischproben 

 

Code* Gesamtkeimzahl Lactobacillaceae Hefen Enterobacteriaceae 

1 a 2,0 x 108 1,2 x 107 8,2 x 103 4,4 x 104 
1 b 5,2 x 107 3,1 x 107 1,6 x 104 3,7 x 104 
2 a 1,5 x 108 2,7 x 107 7,8 x 103 4,3 x 105 
2 b 7,4 x 107 1,4 x 107 1,2 x 104 3,9 x 104 
3 a 3,9 x 107 1,9 x 107 4,7 x 103 7,6 x 103 
3 b 3,4 x 108 4,5 x 107 8,9 x 103 5,1 x 104 
4 a 5,1 x 107 1,3 x 107 1,0 x 104 6,0 x 104 
4 b 4,8 x 107 2,0 x 107 9,7 x 103 8,3 x 104 

*Code: Die unterschiedlichen Hersteller wurden mit den Zahlen 1, 2, 3 und 4 verschlüsselt. A und B repräsentieren  
zwei unterschiedliche Proben vom gleichen Hersteller. Die Keimzahlen sind als Kolonie bildende Einheiten  
pro cm2 angegeben 

 

zwischen den Produkten festgestellt 
werden. Hier lagen die Zellzahlen im 
Bereich von 2,2 x 103 KbE/cm2-1,6 x 104 
KbE/cm2. Allein bei den Enterobacteria-
ceae ließen sich geringe Unterschiede 
erkennen. So konnten in den Proben 
Keimzahlen zwischen 7,6 x 103 KbE/cm2 
und 4,3 x 105 KbE/cm2 detektiert werden 
(siehe Tab. 3).  
 
Sequenzierung 
 
Von den 26 zur Sequenzierung einge-
sandten Stämmen gehörten 14 zur Gat-
tung Candida (54 %), 5 zur Gattung 

Debaryomyces (19 %) und 4 zur Gattung 
Cryptococcus (15 %). Die restlichen drei 
Isolate wurden als Mrakia gelida (n = 2) 
und Mrakia robertii (n = 1) bestimmt (siehe 
Tab. 4). 
 
Mit Ausnahme der beiden Stämme H 378 
und H 379 (Mrakia gelida) betrug der 
Similarity Index bei allen isolierten und 
identifizierten Hefen 100 %. Die Isolate 
H 378 und H 379 wiesen im Vergleich zu 
den vorliegenden Sequenzen in der 
Datenbank eine Übereinstimmung von 
99 % auf und unterschieden sich vom 
Typstamm durch eine Base. Da psych- 
 

Tab. 4: Zusammensetzung der Hefepopulation in den untersuchten Rindfleischproben auf der Basis 
der Sequenzierergebnisse 

 

Code* Hefen 
1 a Candida sake (n = 2) 

Cryptococcus laurentii (n = 1) 
1 b Candida zeylanoides (n = 2) 

Candida sake (n = 1) 
Cryptococcus curvatus (n = 1) 

2 a Mrakia gelida H 379 (n = 1)  
Debaryomyces hansenii (n = 1) 

Candida sake (n = 1) 
2 b Debaryomyces hansenii (n = 2) 

Mrakia robertii H 380(n = 1) 
3 a Candida sake (n = 1) 

Cryptococcus curvatus (n = 1) 
Cryptococcus laurentii (n = 1) 

3 b Debaryomyces hansenii (n = 1) 
Candida sake (n = 1) 

Candida zeylanoides (n = 1) 
4 a Candida zeylanoides (n = 3) 

Debaryomyces hansenii (n = 1) 
4 b Candida sake (n = 1) 

Candida zeylanoides (n = 1) 
Mrakia gelida H 378 (n = 1) 

*Code: Die unterschiedlichen Hersteller wurden mit den Zahlen 1, 2, 3 und 4 verschlüsselt. A und B repräsentieren  
zwei unterschiedliche Proben vom gleichen Hersteller. Die Keimzahlen sind als Kolonie bildende Einheiten  
pro cm2 angegeben 
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rophile Hefen der Gattung Mrakia bis zum 
heutigen Tag nicht auf Fleisch und 
Fleischprodukten nachgewiesen wurden, 
wurden die drei Stämme H 378 (Mrakia 
gelida), H 379 (Mrakia gelida) und H 380 
(Mrakia robertii) für eine nähere biochemi-
sche und morphologische Charakterisie-
rung ausgewählt. 
 
Biochemische Untersuchungen 
 
Die Ergebnisse der Assimilationstests mit 
den Isolaten H 378, H 379 und H 380 so-

wie der Vergleich mit Literaturangaben für 
die Stämme M. gelida und M. robertii sind 
in Tabelle 5 zusammengefasst. Ein 
Wachstum der Hefeisolate war bei 2 °C, 
5 °C, 10 °C und 15 °C möglich, wobei die 
optimale Wachstumstemperatur bei 10 °C 
lag. Bei 20 °C und bei 25 °C wurde keine 
Vermehrung festgestellt. In Anwesenheit 
von Natriumchlorid war ein Wachstum bis 
zu einer Konzentration von 10 % (w/v) 
möglich, auch wenn dieses im Vergleich 
zur Kontrolle ohne Natriumchlorid deutlich 
verzögert war. 
 

 
 
Tab. 5.: Assimilationsverhalten der aus Fleisch isolierten Mrakia spezies H 378, H 379 und H 380  

im Vergleich zu den Typstämmen M. gelida und M. robertii  
 

Test H 378 H 379 H 380 M. gelida* M. robertii** 
Assimilation: 
   Glucose 
   D-Galactose 
   L-Sorbose 
   D-Glucosamin 
   D-Xylose 
   L-Arabinose 
   L-Rhamnose 
   Saccharose 
   Maltose 
   Melezitose 
   Stärke (löslich) 
   Glycerin 
   Raffinose 
   Cellobiose 
   Arbutin 
   Melibiose 
   D-Ribose 
   D-Glucuronat 
   D-Gluconat 
   Myo-Inositol 
   Inulin 
   Methanol 
   Ethanol 
   Citrat 
   D-Mannitol 
 
Weitere Tests 
 

   Wachstum ohne Vitamine 
   mit 50 % Glucose  
   mit 50 % Saccharose 
    
   Diazonium Blue B Test 
   Urease/Harnstoff Test 
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Legende: + Wachstum, - kein Wachstum, +d schwaches Wachstum, -d verzögertes Wachstum, v variabel, nd nicht durchgeführt 
* Daten von DIAZ and FELL 2000; ** Daten von THOMAS-HALL 2010  
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Morphologie 
 
Die beiden Isolate H 378 und H 379 sind 
sich morphologisch sowohl im Mikroskop 
(siehe Abb. 2 und 3) als auch in ihrer Ko-
lonieform sehr ähnlich (siehe Abb. 1). Sie 
sind eiförmig gestreckt (5-9 µm) und ha-
ben einen Durchmesser von 2-4 µm. Die 
Fortpflanzung geschieht zum einem ve-
getativ durch polare Sprossung (siehe 
Abb. 2 A und 3 A), aber auch sexuell 
durch die Ausbildung von terminal gelege-
nen Teliosporen (siehe Abb. 2 B und 3 B). 
Die Bildung von Teliosporen konnte erst 
nach einer 3 bis 4-wöchigen Inkubation 
auf Malz Extrakt-Agar (MEA+) beobachtet 
werden. Die Kolonien waren auf MEA+ 
cremefarben und durch die Bildung von 
Myzel stark ausgefranst (siehe Abb. 1).  
 
Im Vergleich dazu waren die Zellen von H 
380 (Mrakia robertii) ebenfalls ovoid, je-
doch bedeutend kleiner als die Zellen von 
H 378 und H 379. So betrug der Durch-
messer im Schnitt 2-3 µm und die Länge 
ca. 3-7 µm. Die asexuelle Vermehrung 
mittels polarer Sprossung konnte ebenfalls 
bei H 380 beobachtet werden (siehe 
Abb. 4A). Die sexuelle Fortpflanzung mit 
Hilfe von Teliosporen konnte nicht festge-
stellt werden, ist aber nicht auszuschlie-
ßen (vgl. Abb. 4). Die Kolonien von H 380 
waren glänzend weiß und glatt ohne sicht-
bares Myzel (siehe Abb. 1). 
 
 
Diskussion 
 
Auf Grund ihrer ubiquitären Verbreitung 
gehören Hefen zur normalen mikrobiellen 
Mikrobiota von Fleisch und Fleischerzeug-
nissen (SAMELIS and SOFOS 2003). Meh-
rere Arbeitsgruppen konnten bereits Kon-
taminationswege vom Feld/Stall über den 
Schlachthof bis in den verarbeitenden Be-
trieb nachvollziehen (DALTON et al. 1984).  
 
Neben einer ungenügenden Schlacht-
hygiene spielt bei der primären, aber auch 
bei der sekundären Kontamination der 
Eintrag über die Luft eine besondere 
Rolle. Während in der Umgebung des 
Schlachthofes sehr viele verschiedene 
Hefearten identifiziert werden konnten, 
scheinen sich auf den Fleischprodukten

nur einige wenige durchzusetzen. Auf ro-
tem Fleisch dominieren vor allem Hefen 
der Gattungen Candida, Debaryomyces, 
Cryptococcus und Trichosporon (FLEET 
1992; NIELSEN et al. 2008; SAMELIS and 
SOFOS 2003), aber mit 60-80 % gehören 
die meisten isolierten Stämme zur Gattung 
Candida. Diese Konzentration auf nur sehr 
wenige Arten konnte in unseren Untersu-
chungen bestätigt werden. Auch wenn das 
Verhältnis der Hefen zueinander nicht so 
stark ausgeprägt war wie in der Literatur 
beschrieben, stellten doch Arten der Gat-
tung Candida mit fast 54 % den Haupt-
anteil der Hefeflora dar.  
 
Auf Grund der Fähigkeit, auch bei sehr 
tiefen Temperaturen z. T. auch unter 0 °C 
und unter stark sauerstoffreduzierten Be-
dingungen zu wachsen (LOWRY and GILL 
1984), könnten Hefen bestimmter Gattun-
gen in der Lage sein, auch einen Verderb 
bei vakuumierter Ware hervorzurufen. Die 
durch Candida, Cryptococcus, Debaryo-
myces und Trichosporon verursachten 
Abweichungen auf rotem Fleisch können 
dabei sehr vielfältig sein. Eine deutliche 
Vermehrung der Hefen kann zu Verfär-
bungen, zum Aufgasen, zur Schleimbil-
dung, zu Geschmacksabweichungen und 
so zu einem verkehrsuntauglichen Produkt 
führen (DILLON 1998; FLEET 1992). 
Derartige Abweichungen wurden in den 
uns untersuchten vakuumverpackten 
Rindfleischproben allerdings nicht be-
obachtet und stimmen mit dem Nachweis 
relativ geringer Hefezahlen (103 bis 104 
KbE/cm2) überein.  
 
Erstmalig wurden von uns in derartigen 
Proben Arten der Gattung Mrakia 
nachgewiesen. Bisher waren Mrakia spp. 
vor allem nur aus Umweltproben in sehr 
kalten Gebieten der Erde bekannt. So 
konnte die Hefe aus dem Permafrost-
boden in Alaska (PANIKOV and SIZOVA 
2007) und Russland (BAB'EVA et al. 2002), 
aus Gletscherschmelzwasser in Argen-
tinien (de GARCIA et al. 2007) und aus 
alpinen Gletschern in Italien (TURCHETTI 
et al. 2008) isoliert werden. Aber auch 
Nachweise aus Bodenproben aus der 
Antarktis sind bestätigt (THOMAS-HALL et 
al. 2010; XIN MING-XIU and ZHOU 2007).  
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Abb. 1: Kulturmorphologie von Mrakia spp. H 378 (A), H 379 (B) und H 380 (C) nach vierwöchiger 

Inkubation auf Malz Extrakt Agar bei 10 °C 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Morphologische Charakteristika des Hefeisolats H 378. 
 A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme typischer Sprosszellen (x 2500, Skala 20 µm) 
 B) Ausbildung von Hyphen mit Teliosporen (siehe Pfeil, x 2500, Skala 20 µm)   

C) Lichtmikroskopische Aufnahme von vegetativen Zellen, Hyphen und Teliosporen (x 400) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 3: Morphologische Charakteristika des Hefeisolats H 379. 
 A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme typischer Sprosszellen (x 5.000, Skala 10 µm) 

B) Ausbildung von Hyphen mit Teliosporen (siehe Pfeil, x 2500, Skala 20 µm)  
C) Lichtmikroskopische Aufnahme von vegetativen Zellen, Hyphen und Teliosporen (x 400) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Morphologische Charakteristika des Hefeisolats H 380. 

A) und B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von vegetativen Zellen (x 5000, Skala 10 µm),  
C) Lichtmikroskopische Aufnahme der Hefezellen (x 400)  
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Im Lebensmittelbereich wurden Mrakia 
spp. bislang nur aus drei verschiedenen 
Lebensmitteln isoliert. KOMAGATA und 
NAKASE isolierten 1963 aus einem 
gefrorenen barschartigen Brackwasser-
fisch (Sillago japonica) die Hefe Candida 
curiosa, welche später zu Mrakia frigida 
umbenannt wurde. Mrakia frigida wurde 
zudem in einem kühl gelagerten Orangen-
saft (FELL and STATZELL-TALLMAN 1988) 
und einem Joghurt in Brasilien nach-
gewiesen (MOREIRA et al. 2001).   
 
Der Nachweis von Mrakia spp. in gekühl-
tem, vakuumierten Rindfleisch ist eigent-
lich nicht überraschend, da sich diese 
Hefen an sehr kalte Habitate adaptiert 
haben. Genau diese Bedingungen herr-
schen auch in den Kühlhäusern der 
Schlachthöfe und später auch auf kühl 
gelagerten Fleischprodukten vor.  
 
Zwei der drei isolierten Mrakia-Stämme 
konnten über die Sequenzierung der 26 S 
rRNA, der biochemischen und morpho-
logischen Untersuchungen eindeutig als 
Mrakia gelida identifiziert werden. Dieses 
Ergebnis für die beiden Isolate H 378 und 
H 379 wird auch durch den Vergleich mit 
Literaturdaten bestätigt (DIAZ and FELL 
2000). Eine eindeutige Identifizierung des 
Stammes H 380 war jedoch bislang nicht 
möglich. Mit Hilfe der Sequenzierung 
konnte zwar eine 100%ige Übereinstim-
mung mit Isolaten, die aus einem 
italienischen Gletscher und der Antarktis 
stammten, erzielt werden, jedoch weist 
das Isolat H 380 im Vergleich zur von 
THOMAS-HALL et al. (2010) identifizierten 
Hefe Mrakia robertii mehrere biochemi-
sche Abweichungen speziell bei den 
Zuckern/Zuckeralkoholen D-Xylose, L-
Rhamnose, myo-Inositol und D-Mannitol 
auf. Inwieweit es sich bei der von uns aus 
vakuumiertem Rindfeisch isolierten Hefe 
H380 möglicherweise um eine neue  
Art oder Subspezies handelt, wird in  
weiterführenden Untersuchungen geklärt 
werden.  
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