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Аннотация  
В работе представлен молекулярно-генетический подход к количественному анализу бактерий родов 
Bacillus, Agrobacterium и Microbacterium в гранулах аэробного активного ила методом ПЦР в режиме 
реального времени (qPCR). Целью исследования являлись разработка и апробация родоспецифичных 
праймерно-зондовых систем для определения числа копий гена 16S рРНК в образцах гранулированного 
активного ила, отобранных на различных стадиях функционирования модельных систем. Для анализа 
использовали морфологически устойчивые гранулы, сохранявшие структурную целостность при воз-
действии стрессовых факторов; всего проанализировано 45 образцов, отобранных в шести временных 
точках. На основе нуклеотидных последовательностей базы данных GenBank были сконструированы 
родоспецифичные праймеры и TaqMan-зонды для целевых таксонов, а также универсальная праймерно-
зондовая система для гена 16S рРНК. Специфичность разработанных систем подтверждена методом 
end-point ПЦР с использованием ДНК чистых культур и последующим электрофоретическим анализом 
продуктов амплификации. В реакциях qPCR достигнуты высокая эффективность амплификации и 
линейность стандартных кривых (R² ≥ 0.99), что подтверждает корректность количественного опре-
деления. Установлено, что общее содержание бактерий в исследуемых образцах варьирует в диапазоне 
108-1010 копий гена 16S рРНК/мл. Показана значительная вариабельность структуры микробного 
сообщества на различных этапах функционирования системы: в отдельных образцах доминировали 
представители родов Microbacterium и Agrobacterium, тогда как бактерии рода Bacillus характеризо-
вались низкой относительной численностью. Полученные результаты подтверждают применимость 
разработанных праймерно-зондовых систем для оперативного количественного мониторинга целевых 
таксономических групп микроорганизмов и оценки стабильности процессов биологической очистки 
сточных вод. 
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Abstract 
This study presents a molecular genetic approach for the quantitative analysis of bacteria belonging to the genera 
Bacillus, Agrobacterium, and Microbacterium in aerobic granular sludge using real-time PCR (qPCR). The aim 
of the study was to develop and validate genus-specific primer-probe systems for determining the copy number 
of the 16S rRNA gene in aerobic granular sludge samples collected at different stages of model system 
operation. Morphologically stable granules that retained structural integrity under stress conditions were 
selected for analysis; a total of 45 samples collected at six time points were examined. Based on nucleotide 
sequences from the GenBank database, genus-specific primers and TaqMan probes for the target taxa, as well 
as a universal primer–probe system for the 16S rRNA gene, were designed. The specificity of the developed 
systems was confirmed by end-point PCR using DNA from pure cultures followed by electrophoretic analysis 
of amplification products. In qPCR assays, high amplification efficiency and high linearity of standard curves 
(R² ≥ 0.99) were achieved, which confirms the reliability of quantitative measurements. The total bacterial 
abundance ranged from 108 to 1010 copies of the 16S rRNA gene per mL. A significant variability in the 
microbial community structure was observed at different operational stages: in some samples, representatives 
of the genera Microbacterium and Agrobacterium predominated, whereas Bacillus was detected at relatively 
low abundance. The results confirm the applicability of the developed qPCR systems for rapid quantitative 
monitoring of target taxonomic groups and for assessing the stability of biological wastewater treatment 
processes. 
 


