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Цель исследования: оценить повторяемость полуколичественной цифровой метрики роста при учёте колоний на секторальных чашках и 
определить практический рабочий диапазон её применения на модели Candida albicans.
Материал и методы: суточная культура Candida albicans выращивалась на мясопептонном агаре, стандартизировалась по мутности до 0,5 
единиц по шкале Мак-Фарланда, и готовилась серия разведений, соответствующих уровням условной исходной нагрузки 10⁰, 10², 10⁴, 10⁶ и 
10⁸. Выполнялся секторальный посев 100 мкл на чашки с мясопептонным агаром с последующей инкубацией при 37°C в течение 24 часов (по 
три независимых повтора на уровень). Цифровой учёт проводился методом автоматизированного распознавания изображений на приборе 
Scan 500 (Interscience, Saint Nom-la-Bretèche, France; версия ПО 6.3.8.0) в режиме общего счёта с фиксированными параметрами обработки. 
При наличии артефактов выполнялась консервативная операторская коррекция путём удаления неколонизированных микроорганизмами 
объектов. В качестве зависимой переменной использовалась метрика U – скорректированное оператором число распознанных колоний (шт.) 
в режиме общего счёта («Total count») при фиксированных параметрах обработки.
Результаты: распределения показателя U различались между уровнями условной исходной нагрузки; различия были статистически значимы-
ми по H-критерию Краскела-Уоллиса (p=0,012).  Повторяемость зависела от диапазона: при низких уровнях фиксировались нулевые значения 
и высокая вариабельность (CV 173,2% для 10⁰ и 102,4% для 10²), тогда как на уровне порядка 10⁴ разброс был минимальным (CV 6,1%). В 
высоком диапазоне не выявлено простой монотонной зависимости U от номинального уровня нагрузки. Число удалённых оператором неко-
лониальных объектов варьировало от 0 до 99 на чашку.
Заключение: цифровой показатель U следует рассматривать как стандартизированный цифровой счёт (фиксированные настройки распоз-
навания с операторской коррекцией), пригодный для сравнительных сопоставлений «контроль – эксперимент» при неизменном протоколе. 
Практический рабочий ориентир в условиях данной модели соответствовал порядку 10⁴.
Ключевые слова: Candida albicans, подсчёт микробных колоний, компьютерная обработка изображений, воспроизводимость 
результатов, микробиологические методы, посев (микробиологический).
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Objective: This study aimed to evaluate the repeatability of a semi-quantitative digital growth metric for colony counting on sector plates and to determine 
its practical working range using a Candida albicans model.
Methods: A 24-hour culture of C. albicans grown on meat-peptone agar was standardized to 0.5 McFarland units. Serial dilutions were prepared to 
achieve initial inoculum levels of 10⁰, 10², 10⁴, 10⁶, and 10⁸ CFU/mL. Sectoral seeding (100 µl) was performed on meat-peptone agar plates, followed by 
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Введение
Количественная оценка жизнеспособной микробной на-

грузки (как правило, в КОЕ/CFU) остаётся базовым инструментом 
экспериментальной и прикладной микробиологии при сравнении 
условий культивирования, оценке антимикробных воздействий и 
контроле контаминации материалов [1, 2]. Наиболее распростра-
нённый подход основан на серийных разведениях с высевом на 
агар и последующим подсчётом колоний, однако точность такой 
оценки ограничивается как статистическими колебаниями на эта-
пах разведения и посева, так и трудностями счёта на чашке при 
очень малом числе колоний или при плотном росте и частичном 
слиянии [3, 4]. Выбор счётного диапазона, где колонии достаточ-
но многочисленны для устойчивой оценки, и при этом отдельные 
колонии сохраняют различимость, позволяет уменьшить неопре-
делённость измерения [5, 6].

Ручной подсчёт трудоёмок и зависит от оператора, что сти-
мулировало переход к цифровой съёмке и программному анали-
зу изображений [7]. Автоматический счёт может демонстрировать 
хорошую согласованность с ручным, однако в рутинной практике 
результат чувствителен к качеству изображения и параметрам 
обработки (экспозиция, контраст, порог сегментации), а также к 
артефактам – бликам, конденсату, неоднородностям среды и не-
колониальным объектам, которые могут ошибочно классифици-
роваться как колонии [8-11].

По этой причине на практике цифровой подсчёт нередко 
дополняют регламентированным операторским контролем. В ис-
следованиях, посвящённых валидации автоматических счётчиков, 
показано, что стандартизированная корректировка оператором 
повышает согласованность с ручным подсчётом, особенно при 
значительных плотностях роста [12]. Следовательно, цифровую 
метрику целесообразно рассматривать не как «чистый» выход ал-
горитма, а как результат стандартизированной процедуры, вклю-
чающей фиксированные настройки регистрации и обработки, а 
также описанное правило вмешательства оператора, подтверж-
дённое оценкой воспроизводимости.

Особую актуальность это имеет для чашек после сектораль-
ного посева, где изображение изначально неоднородно по плот-
ности роста и фону, а доля пограничных объектов и артефактов 
обычно выше. В клинической микробиологии именно посев со 
штриховым/секторальным распределением широко использует-

Introduction
Quantitative assessment of viable microbial load, typically 

expressed in colony-forming units (CFU), remains a fundamental 
tool in experimental and applied microbiology. It is essential for 
comparing culture conditions, evaluating antimicrobial efficacy, 
and monitoring material contamination [1, 2]. The most com-
mon approach involves serial dilutions, agar plating, and colony 
counting. However, the accuracy of this method is constrained 
by statistical fluctuations during dilution and plating, as well 
as the inherent difficulty of counting plates with either sparse 
growth or high-density, confluent colonies [3, 4]. Identifying an 
optimal counting range in which colonies are numerous enough 
for stable assessment yet remain distinct is critical to reducing 
measurement uncertainty [5, 6].

Manual counting is both labor-intensive and prone to op-
erator bias, prompting a shift toward digital imaging and soft-
ware-based image analysis [7]. Although automatic counting 
can correlate well with manual counting, its performance in 
routine use is sensitive to image quality and processing settings 
(e.g., exposure, contrast, and segmentation thresholds). Arti-
facts such as glare, condensation, environmental inhomogene-
ities, and non-colony objects may also lead to misclassification 
and inaccurate colony counts [8-11].

Consequently, digital counting in practice is often supple-
mented by regulated operator oversight. Validation studies for 
automated counters have demonstrated that standardized op-
erator adjustments improve consistency with manual counts, 
particularly at high growth densities [12]. Therefore, digital 
metrics should not be viewed as "pure" algorithmic outputs, but 
rather as the result of a standardized procedure involving fixed 
recording/processing settings and clearly defined rules for op-
erator intervention, supported by reproducibility assessments.

This approach is particularly relevant for sector-streaked 
plates, where growth density and background are inherently 
heterogeneous, and the frequency of border objects and arti-
facts is typically higher. In clinical microbiology, quadrant streak-
ing is the standard technique for isolating colonies. Ongoing re-
search into automated inoculation and streaking highlights the 
urgent need to standardize seeding patterns to ensure reliable 
digital interpretation of growth [13, 14].

incubation at 37°C for 24 hours (three independent replicates per level). Digital counting was performed using automated image recognition with the 
Scan 500 automatic colony counter (software version 6.3.8.0; Interscience, Saint Nom-la-Bretèche, France) in "Total Count" mode with fixed processing 
parameters. Non-microbial artifacts were manually removed to ensure count accuracy. The primary dependent variable was the U-metric, defined as the 
operator-corrected number of recognized colonies.
Results: The distributions of the U index differed significantly across initial load levels (Kruskal-Wallis H-test, p=0.012). Repeatability was range-dependent: 
low levels exhibited zero values and high variability (CV: 173.2% for 10⁰ and 102.4% for 10²), while the 10⁴-level showed minimal variance (CV: 6.1%). At 
high ranges, the relationship between the U-metric and nominal load was non-monotonic. The number of artifacts removed by the operator ranged from 
0 to 99 per plate.
Conclusion: The U-metric serves as a standardized digital count – combining fixed recognition settings with operator correction – suitable for "control vs. 
experiment" comparisons using a consistent protocol. For this specific model, the practical working range was approximately 10⁴ CFU/mL.
Keywords: Candida albicans, microbial colony counting, automated image processing, reproducibility, microbiological techniques, culture methods.
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ся как рутинный приём для получения изолированных колоний, и 
исследования по автоматизации инокуляции и штрихования под-
чёркивают значимость стандартизации рисунка посева для после-
дующей интерпретации роста [13, 14]. 

Для стоматологии такая задача имеет дополнительный при-
кладной смысл, поскольку Candida albicans относится к микроор-
ганизмам, способным обитать на слизистой оболочке полости рта 
и при изменении локальных условий участвовать в оппортунисти-
ческом поражении, а в ортопедической стоматологии её значение 
усиливается связью Candida-содержащих биоплёнок с конструк-
ционными базисными материалами полных съёмных зубных про-
тезов и слизистой оболочкой протезного ложа [15, 16]. Поэтому в 
настоящей работе C. albicans использована не только как удобная 
тест-культура для отработки цифрового учёта, но и как релевант-
ная для стоматологии тест-система, в которой особенно важны 
воспроизводимость счёта и сохранение неизменного протокола 
посева, инкубации и регистрации.

Цель исследования
Оценка воспроизводимости полуколичественной цифровой 

метрики роста, получаемой при учёте на чашках после сектораль-
ного посева.

Материал и методы
Экспериментальное исследование выполнено для оценки 

повторяемости полуколичественной цифровой метрики роста, 
получаемой при учёте на чашках после секторального посева. В 
качестве модели применялась серия последовательных разведе-
ний исходной микробной суспензии, формирующих пять уровней 
условной исходной нагрузки: 100, 102, 104, 106 и 108. Для каждого 
уровня выполнялось три независимых повтора, всего 15 чашек.

Тест-культурой служила суточная культура Candida  albicans, 
выращенная на мясопептонном агаре. Культура ресуспендиро-
валась в физиологическом растворе и стандартизировалась по 
мутности до 0,5 единиц по Мак-Фарланду. Для получения одно-
родной суспензии материал перемешивалса на вортексе V-3. Кон-
троль мутности выполнялся с использованием стандартизирован-
ных пробирок и денситометра DEN-1 (Biosan, Latvia).

Из стандартизированной суспензии готовилась серия по-
следовательных разведений в физиологическом растворе. Посев 
осуществлялся секторальным методом. Из каждого разведения 
бралось 100 мкл и наносилось на мясопептонный агар, в проек-
ции первого сектора. Далее стерильной бактериологической пет-
лёй данный объём взвеси распределялся равномерно по всей по-
верхности первого сектора. Затем, прокаливанием петли между 
каждым последующим этапом, осуществлялось распределение 
вплоть до четвёртого сектора. Чашки помещались в термостат с 
последующей инкубацией при 30°C в течение 24 часов.

Учёт роста выполнялся на автоматическом анализаторе коло-
ний Scan 500 (Interscience, Saint Nom-la-Bretèche, France) с использо-
ванием программного обеспечения версии 6.3.8.0 в режиме «Total 
count». Во всех опытах применялись единые параметры анализа: 
диаметр чашки 90 мм, распределённый объём 0,1 мл, яркость 55, 
анализируемая область 79% (диаметр измеряемой области 80 мм). 

После автоматического распознавания единственный опе-
ратор проводил визуальную верификацию объектов на наличие 
артефактов, в отношении которых осуществлял консервативную 
коррекцию путём удаления неколониальных объектов. В случа-
ях, когда автоматическое распознавание не давало корректного 

In dentistry, this task carries significant practical weight, as 
Candida albicans is a key inhabitant of the oral mucosa and can 
act as an opportunistic pathogen when local conditions shift. In 
prosthodontics, its relevance is further underscored by the asso-
ciation of Candida-rich biofilms with both the base materials of 
complete removable dentures and the supporting mucosa [15, 
16]. Consequently, C. albicans served in this study not only as a 
practical model for digital colony counting but also as a clinically 
relevant test system. For such applications, ensuring reproducibil-
ity in counting and maintaining standardized protocols for inocu-
lation, incubation, and registration is essential.

Purpose of the study
The objective of this study was to evaluate the reproduc-

ibility of a semi-quantitative digital growth metric derived from 
colony counting on sector-seeded plates.

Methods
An experimental study was conducted to evaluate the re-

peatability of a semi-quantitative digital growth metric derived 
from colony counts following sectoral inoculation. A series of seri-
al dilutions of the initial microbial suspension was used to model 
five levels of conditional initial microbial load: 10⁰, 10², 10⁴, 10⁶, 
and 10⁸. Three independent replicates were prepared for each 
level, resulting in a total of 15 plates.

The test organism was a 24-hour culture of Candida albicans 
cultivated on meat-peptone agar. The culture was suspended in 
sterile saline and standardized to 0.5 McFarland turbidity units. 
To ensure homogeneity, the suspension was mixed using a V-3 
vortex mixer. Turbidity was verified using standardized reference 
tubes and a DEN-1 densitometer (Biosan, Latvia).

Serial dilutions of the standardized suspension were pre-
pared in sterile saline. Inoculation was performed using the sec-
toral streak method. A 100 µL volume from each dilution was ap-
plied to the first sector of a meat-peptone agar plate and evenly 
distributed with a sterile inoculating loop. Sequential streaking 
was then performed across subsequent sectors using the same 
loop to obtain progressive dilution up to the fourth sector. Plates 
were incubated at 30°C for 24 h.

Colony counting was performed using the Scan 500 auto-
matic colony counter (software version 6.3.8.0; Interscience, Saint 
Nom-la-Bretèche, France) operating in Total Count mode. Iden-
tical analysis parameters were applied in all experiments: plate 
diameter 90 mm, inoculated volume 0.1 mL, brightness level 55, 
and analyzed area 79% (measurement area diameter 80 mm).

Following automatic recognition, all detected objects were 
visually reviewed by a single operator to exclude artifacts. Con-
servative correction criteria were applied, and only clearly non-bi-
ological objects were removed from the count. When automatic 
recognition failed to provide an accurate result, manual counting 
was performed and documented in the analysis report. Objects 
were excluded only if they demonstrated characteristics consis-
tent with one of the following artifact categories: optical image 
defects (including glare, overexposure, or pronounced brightness 
gradients), mechanical or foreign particles, technical elements 
(including sector boundaries or plate edges), or non-biological 
medium textures incorrectly segmented by the software as colo-
nies. Ambiguous objects were retained and counted as colonies. 
For each plate, the number of excluded objects (D) was recorded, 



AVICENNA BULLETIN 
Vol 28 * № 2 * 2026 

474

and the corrected colony count (U) was used for statistical anal-
ysis.

Statistical analysis. Data were described using the median 
and interquartile range (IQR). Differences in U-index distributions 
across initial load levels were assessed using the Kruskal-Wallis 
H-test, with p<0.05 considered significant. Reproducibility of the 
metric was assessed by analyzing intragroup variability among in-
dependent replicates within each microbial load level. Statistical 
analyses were performed using Minitab version 22.3.1.

Results
Fifteen independent measurements of the digital metric U 

were performed across five initial inoculum levels: 10⁰, 10², 10⁴, 
10⁶, and 108 with three replicates per level. Descriptive statistics 
revealed a clear separation between low-range and high-range 
values. At the 10⁰ level, the median U was 0 [IQR: 0-5], and at 10² 
the median was 11 [IQR: 1-28]. Beginning at the 10⁴ level, U val-
ues increased to the hundreds: the median U was 330 [IQR: 310-
350] at 10⁴, 155 [IQR: 144-225] at 10⁶, and 321 [IQR: 259-323] at 
108. Notably, at the 10⁰ level, two of the three replicates yielded 
U=0, influencing the intragroup distribution.

Significant differences were observed in both the medians 
and the interquartile ranges (IQRs). The IQRs for the 10⁰ and 10² 
levels were positioned entirely below the intervals for the 10⁴, 
10⁶, and 108 levels. Within the high range, the interval for 10⁶ 
[144-225] did not overlap with that of 108 [259-323]; however, 
the intervals for 10⁴ [310-350] and 108 [259-323] exhibited partial 
overlap (Fig.).

The Kruskal-Wallis H-test revealed significant differenc-
es in the distribution of the U index between initial load levels 
(p=0.012). The effect size (ε2=0.879) indicated that the U index 
was significantly dependent on the initial load level.

Repeatability within each level, assessed via three indepen-
dent replicates, varied across the ranges. The coefficient of varia-
tion (CV) was 173.2% for 10⁰, 102.4% for 102, 6.1% for 104, 25.2% 
for 106, and 12.1% for 108. At the 10⁰ level, the interpretation of 
the CV was limited by the occurrence of zero values across repli-

результата, использовался ручной подсчёт, что фиксировалось в 
отчёте анализа. Объекты удалялись из счёта только при наличии 
признаков артефакта, относящихся к одной из категорий: оптиче-
ский дефект изображения, включая блик, засвет или выраженный 
градиент яркости; механический или посторонний объект; техни-
ческий элемент, включая границу сектора или край чашки; небио-
логическая текстура среды, фрагментированная алгоритмом как 
«колония». Сомнительные объекты не удалялись и учитывались 
как колонии. Для каждой чашки регистрировалось число удале-
ний D, после чего в статистический анализ включалось скорректи-
рованное значение U.

Статистический анализ. Для описания данных рассчитыва-
лись медиана и межквартильный размах. Различия распределе-
ний показателя U между уровнями исходной нагрузки оценивали 
H-критерием Краскела-Уоллиса, уровень значимости принимался 
при p<0,05. Воспроизводимость метрики оценивалась по внутри-
групповому разбросу значений между независимыми повторами 
внутри каждого уровня нагрузки. Статистические расчёты выпол-
нялись в Minitab 22.3.1.

Результаты
Выполнено 15 независимых измерений цифровой метрики 

U на пяти уровнях условной исходной нагрузки 100, 102, 104, 106 и 
108, по три повтора на уровень. По описательным характеристи-
кам прослеживалось разделение низкого и высокого диапазона 
значений. Для 100 медиана U составила 0 [0; 5], для 102 – 11 [1; 28], 
а начиная с 104 значения U переходили в область сотен. Меди-
ана U составила 330  [310; 350] при 104, 155  [144; 225] при 106 и 
321 [259; 323] при 108. Для уровня 100 два из трёх повторов дали 
значение U=0, что отражалось на распределении внутри группы.

Различия выявлены не только в медианах, но и в положении 
квартильных границ. Межквартильные интервалы для 100 и 102 
располагались ниже интервалов уровней 104, 106 и 108. В высоком 
диапазоне интервал для 106 [144; 225] не перекрывался с интер-
валом для 108 [259; 323], тогда как интервалы 104 [310; 350] и 108 
[259; 323] частично перекрывались (рис.).

Распределения показателя U статистически различались 
между уровнями исходной нагрузки по H-критерию Краскела-У-

Рис. Значения цифровой метрики U (число распознанных колоний, шт.) в зависимости от уровня исходной нагрузки
Fig. Boxplot analysis of U demonstrating a non-linear relationship across initial inoculum levels
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оллиса, p=0,012. Величина эффекта составила ε2=0,879, что ука-
зывало на выраженную связь показателя U с уровнем исходной 
нагрузки.

Повторяемость метрики внутри каждого уровня, оценённая 
по трём независимым повторам, была неодинаковой. Коэффици-
ент вариации составил 173,2% для 100, 102,4% для 102, 6,1% для 
104, 25,2% для 106 и 12,1% для 108. Для 100 интерпретация CV была 
ограничена из-за нулевых значений U в повторах, поэтому данный 
показатель на этом уровне следует трактовать с осторожностью.

Число объектов, удалённых оператором как неколониаль-
ные, D, отличалось между уровнями и демонстрировало выра-
женный разброс. Для 108 D составило 37 [30; 39], для 106 оно до-
стигало 41 [41; 43], для 104 оно составляло 48 [41; 54], для 102 оно 
увеличивалось до 83 [62; 99], а для 100 принимало 0 [0; 87]. Рост 
D при низких значениях U отражал увеличение доли артефактов 
распознавания в условиях слабого роста и неоднородного фона, 
когда автоматический алгоритм чаще выделяет неколониальные 
объекты.

Обсуждение
Выбор секторального посева был обусловлен тем, что в этой 

постановке подсчёт колоний изначально выполняется в условиях 
неоднородного поля роста. На одной чашке сосуществуют зоны 
с различной плотностью, а при высокой плотности колонии со-
прикасаются и частично сливаются [15]. На цифровой результат 
дополнительно влияют границы сектора, неоднородности сре-
ды, блики и конденсат, а также мелкие элементы изображения, 
которые алгоритм способен интерпретировать как колонии, что 
особенно характерно для секторальных чашек [9, 10, 16]. Поэто-
му U в данной работе следует трактовать не как прямую оценку 
КОЕ, а как стандартизированный цифровой счёт, включающий ав-
томатическое значение «Total count» и операторскую коррекцию, 
пригодный для сравнений при неизменных условиях посева, ин-
кубации и съёмки.

В области низких нагрузок счёт фактически определяется 
единичными объектами, поэтому даже небольшие случайные 
различия изображения начинают заметно менять итоговое зна-
чение показателя U. Относительный разброс возрастает, а вклад 
фоновых деталей, пограничных объектов и особенностей распоз-
навания становится сопоставимым с вкладом собственно микроб-
ного роста, что согласуется с известной особенностью учёта малых 
чисел колоний, когда даже при корректном разведении и посеве 
вариабельность между повторами закономерно увеличивается, 
поскольку пуассоновские колебания при 2-5 колониях дают боль-
шой относительный разброс [19, 20]. 

В противоположной части диапазона ограничение формиру-
ется уже иначе, поскольку при высокой нагрузке возрастает доля 
соприкасающихся и сливающихся колоний, отдельные объекты 
хуже разделяются алгоритмом, и итоговый счёт всё сильнее за-
висит от качества сегментации. В подобных условиях объектный 
подсчёт может недоучитывать рост и занижать оценку плотности 
[9, 19, 21]. Поэтому связь уровня исходной нагрузки со значени-
ями U проявляется не только в изменении самого счёта, но и в 
изменении его повторяемости.

Важно учитывать, что в высоком диапазоне в настоящем 
исследовании не наблюдалось простой монотонной связи меж-
ду уровнем исходной нагрузки и значениями U. При 106 медиана 
оказалась ниже, чем при 104 и 108. Это связано с тем, что U от-
ражает число колоний, которые остаются разделимыми для алго-
ритма в режиме «Total count», и при секторальном посеве зависит 

cates; consequently, this metric should be interpreted with cau-
tion.

The number of objects removed by the operator as non-co-
lonial (D) varied across levels and exhibited a wide distribution. 
For 108, D was 37 [IQR: 30-39]; for 10⁶, it reached 41 [IQR: 41-43]; 
and for 104, it was 48 [IQR: 41-54]. At lower inoculum levels, D 
increased to 83 [IQR: 62-99] for 102 and 0 [IQR: 0-87] for 10⁰. The 
higher D values at low U levels suggest an increased incidence of 
recognition artifacts under conditions of sparse growth and het-
erogeneous backgrounds, where the automated algorithm more 
frequently misidentifies non-colonial objects.

Discussion
Sectoral seeding was selected for this study because it in-

herently creates a non-uniform growth field. Different growth 
densities coexist on a single plate; at high densities, colonies 
frequently touch or partially merge [15]. Furthermore, digital 
analysis is influenced by sector boundaries, media inhomoge-
neities, glare, condensation, and minute image elements that 
algorithms may misinterpret as colonies, a common challenge 
with sector plates [9, 10, 16]. Consequently, the U metric in this 
work should not be viewed as a direct estimate of CFU. Instead, 
it represents a standardized digital count that combines auto-
mated "Total Count" output with operator correction, suitable 
for comparative analysis under strictly controlled seeding, incu-
bation, and imaging protocols.

In the low-load region, the count is primarily determined 
by individual objects; thus, even minor stochastic variations in 
the image can significantly affect the final U value. Consequent-
ly, relative dispersion increases as the influence of background 
noise, edge artifacts, and recognition features becomes com-
parable to the microbial growth itself. This finding aligns with 
the established characteristics of low-density colony counting: 
even with standardized dilution and inoculation, inter-replicate 
variability naturally increases because Poisson fluctuations in 
counts of only 2-5 colonies yield substantial relative variation 
[19, 20]. 

Conversely, at high microbial loads, different limiting fac-
tors emerge. The increased frequency of adjacent and coales-
cent colonies hinders the algorithm's ability to resolve individual 
objects, making the final count highly dependent on the quali-
ty of image segmentation. Under these conditions, automated 
counting tends to underestimate the true extent of microbial 
growth and, by extension, the overall colony density [9, 19, 21]. 
Thus, the initial microbial load influences not only the absolute 
U value but also the inherent repeatability of the measurement.

Notably, a non-monotonic relationship was observed be-
tween the initial inoculum level and U values at the high end. 
The median U at 106 was lower than at both 104 and 108. This 
result occurred because U reflects the number of objects the al-
gorithm can separate in "Total Count" mode. At 104, a significant 
portion of growth consists of isolated colonies within the count-
ing zone. At 106, growth shifts primarily toward dense streak 
bands, where crowding causes colonies to merge into fused 
structures that the algorithm then recognizes as fewer, larger 
objects. As the load increases to 108, isolated colonies reappear 
in the counting zone, leading to another rise in U. Therefore, U 
should be used as a comparative metric within a specific work-
ing range under a fixed protocol, rather than as a direct calibra-
tion tool across all load levels [9, 19, 21].
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от распределения роста по рисунку штриха. На уровне 104 значи-
тельная часть роста представлена изолированными колониями в 
счётной зоне, поэтому алгоритм регистрирует большое число от-
дельных объектов. На уровне 106 основная доля роста смещается 
в плотные полосы штриха, где колонии располагаются скученно и 
частично сливаются, поэтому несколько колоний формируют сли-
тые структуры и распознаются как меньшее число объектов. При 
дальнейшем увеличении нагрузки до 108 в счётной зоне вновь 
появляется больше изолированных колоний, что сопровождается 
ростом U. Поэтому U корректно использовать как сравнительную 
метрику в выбранном рабочем диапазоне при фиксированном 
протоколе посева и учёта, а не как основу для прямой калибровки 
по всему диапазону нагрузок [9, 19, 21].

Практически это означает необходимость выбора исходной 
концентрации, при которой рост уже выражен и устойчиво рас-
познаётся, но слияние ещё не доминирует. В условиях настоящего 
протокола наиболее стабильные значения получены на уровне 
порядка 104 (CV=6,1 %). Для выбранной тест-системы этот резуль-
тат имеет не только методическое, но и прикладное стоматоло-
гическое значение, поскольку C. albicans связана с микробиотой 
полости рта, поражениями слизистой оболочки и формировани-
ем биоплёнок на конструкционных материалах зубных протезов и 
лечебно-профилактических аппаратов [15, 16]. Вместе с тем, рабо-
чий диапазон не является универсальным и может смещаться при 
изменении микроорганизма, среды или условий культивирова-
ния, поскольку морфология колоний, скорость роста и склонность 
к слиянию определяют разделимость объектов на изображении 
[9, 12]. В этих условиях значение порядка 104 следует рассматри-
вать как практический ориентир для выбранной тест-системы 
C. albicans, а также как стартовую точку для настройки последую-
щих сравнительных экспериментов.

Цифровой подсчёт колоний на практике редко остаётся пол-
ностью автоматическим. В данном протоколе коррекция заклю-
чалась в удалении объектов, не являющихся колониями, при этом 
число удалений фиксировалось для каждой чашки. В отдельных 
измерениях исключались десятки объектов, что показывает за-
метную долю фоновых структур на изображении и их потенциаль-
ное влияние на итоговый счёт. Аналогичные наблюдения приво-
дятся в валидационных исследованиях автоматических счётчиков, 
где на высоких плотностях полностью автоматический режим ра-
ботает хуже, а корректировка оператором повышает согласие с 
ручным подсчётом [12].

Для секторальных чашек и высоких плотностей перспек-
тивным направлением является переход от подсчёта отдельных 
объектов к оценке площади роста. При плотном росте слияние 
снижает надёжность объектного счёта, тогда как площадные ме-
трики могут быть более устойчивыми при условии одинакового 
времени инкубации и стабильной съёмки. Подходы к оценке ро-
ста по площади и размерам колоний по изображениям описаны 
в литературе и применяются при анализе роста в широком диа-
пазоне плотностей посева [21-23]. В рамках дальнейшей работы 
целесообразно сопоставить воспроизводимость U и площадных 
метрик на тех же секторальных посевах и оценить, расширяет ли 
площадная оценка рабочий диапазон, где слияние колоний огра-
ничивает объектный подсчёт [21, 22].

Ограничения исследования. При интерпретации результатов 
следует учитывать ограничения дизайна. На каждом уровне нагруз-
ки было по три независимых повтора, поэтому оценки разброса и 
вид распределений чувствительны к единичным значениям. Кроме 
того, оценивалась воспроизводимость конкретной цифровой ме-
трики при фиксированном протоколе съёмки и обработки, поэтому 

From a practical perspective, these findings emphasize the 
need to select an initial concentration at which microbial growth 
is sufficiently pronounced for reliable detection. Nevertheless, 
colony coalescence has not yet become the dominant limiting 
factor. Under the current protocol, the most stable results were 
achieved at an inoculum level of approximately 10⁴, yielding a co-
efficient of variation (CV) of 6.1%. For the selected test system, 
this observation carries both methodological and clinical rele-
vance to dentistry. Candida albicans is a critical component of 
the oral microbiota, implicated in mucosal lesions and in biofilm 
formation on the surfaces of dental prostheses and orthodontic 
or preventive appliances [15, 16]. However, this optimal work-
ing range is not universal; it may shift depending on the specific 
microorganism, culture media, or cultivation conditions. Factors 
such as colony morphology, growth rate, and the inherent ten-
dency toward coalescence influence the resolution of individual 
objects in digital images [9, 12]. Accordingly, the 10⁴ concentra-
tion range should be regarded as a practical reference point for 
this C. albicans test system and a baseline for the optimization 
and standardization of future comparative experiments.

Digital colony counting is rarely fully automated in profes-
sional practice. In our protocol, manual correction involved re-
moving non-colonial artifacts, with dozens of objects excluded 
in some instances. This fact highlights the substantial impact of 
background structures on the final count. Similar findings in val-
idation studies indicate that fully automated systems underper-
form at high densities, and that standardized operator interven-
tion is essential to improve agreement with manual counts [12].

Finally, for high-density sector plates, transitioning from 
object counting to growth-area estimation is a promising alterna-
tive. While confluence reduces the reliability of individual object 
counts, area-based metrics are often more robust, provided in-
cubation and imaging are standardized [21-23]. Future research 
should compare the reproducibility of U with area-based metrics 
on the same sector plates to determine whether the latter can 
extend the reliable working range beyond the limits of colony 
confluence [21, 22].

Study limitations. Several design limitations should be con-
sidered when interpreting these results. First, because three in-
dependent replicates were performed at each inoculum level, 
the estimated variance and distribution patterns are sensitive to 
individual outliers. Second, the reproducibility of the U metric 
was assessed using a specific, fixed imaging and processing pro-
tocol; therefore, the transferability of these findings to different 
instruments or software settings requires further validation. De-
spite these constraints, the U metric demonstrated acceptable 
reproducibility on sector plates within this protocol. This finding 
supports its use as a semi-quantitative indicator in comparative 
"control vs. experiment" studies, provided that inoculation, incu-
bation, and image-processing conditions remain constant and are 
accompanied by mandatory operator correction.

Conclusion
An assessment of the repeatability of the semi-quantitative 

digital growth metric U on sector plates demonstrated that, with 
fixed automated counting settings and operator correction, the 
U index effectively differentiates among initial load levels. At low 
loads, measurements remain unstable and occasionally yield zero 
values in individual replicates; conversely, in the medium-to-high 
range, U demonstrates significantly higher consistency. The most 
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переносимость выводов на другие приборы и настройки требует 
отдельной проверки. Несмотря на ограничения, в данном протоко-
ле метрика U демонстрировала приемлемую воспроизводимость 
на секторальных чашках. Это позволяет использовать U как полу-
количественный показатель для сравнительных постановок «кон-
троль – эксперимент» при неизменных условиях посева, инкубации 
и обработки изображений и с обязательным учётом коррекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценка повторяемости полуколичественной цифровой ме-

трики роста U на секторальных чашках показала, что при фикси-
рованных настройках автоматического подсчёта и операторской 
коррекции показатель U позволяет различать уровни исходной 
нагрузки. При низких нагрузках измерения остаются нестабиль-
ными, включая нулевые значения в отдельных повторах, тогда как 
в диапазоне средних и высоких нагрузок U демонстрирует суще-
ственно более устойчивые значения. Наиболее воспроизводимые 
результаты получены на уровне порядка 104, который целесоо-
бразно рассматривать как рабочий ориентир для последующих 
сравнительных экспериментов при неизменном протоколе посе-
ва, инкубации и цифрового анализа.

reproducible results were achieved at an inoculum level of ap-
proximately 104, which serves as a reliable benchmark for subse-
quent comparative experiments utilizing a standardized inocula-
tion, incubation, and digital analysis protocol. 
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