PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL PERU

Escuela de Posgrado

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

DISENO E IMPLEMENTACION DE UN SISTEMA DE BACILOSCOPIA
AUTOMATIZADO DE CUATRO MUESTRAS DE ESPUTO PARA EL
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS

Tesis para optar al grado de Magister en Ingenieria Mecatronica

Presentado por:

JOAQUIN GONZALEZ VILLARREAL

ASESOR: Mg. Willy Eduardo Carrera Soria

Junio 2019

Lima - Pert



© 2019, Joaquin Gonzalez Villarreal

Se autoriza la reproduccién total o parcial,
con fines académicos a través de cualquier
medio o procedimiento, incluyendo la cita

bibliografica del documento.



RESUMEN

En los dltimos afios se han estado desarrollando equipos médicos que
automatizan los procesos que involucran el diagnéstico de tuberculosis
(TBC), pues esta enfermedad continua siendo un problema de gran
importancia. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), la
tuberculosis continda siendo un problema de caréacter global. En nuestro pais
se presentan alrededor de 27000 casos de TBC anualmente con una
incidencia de 88.8 casos nuevos por cada 100 mil habitantes. Es asi que el
Perd aun ocupa el 1° lugar en América Latina en el nUmero de casos de
tuberculosis resistentes. El hacinamiento en los sectores desfavorecidos ha
fomentado la transmision de la tuberculosis. Este hacinamiento sumado a la
falta de equipamiento de rapido diagnoéstico accesible a las poblaciones mas
necesitadas ha dado lugar a que la enfermedad continle siendo un
problema. En el Peru el proceso de diagnéstico es completamente manual,
la no existencia de un equipo de diagnoéstico da lugar a gran variabilidad en
los resultados, los cuales dependeran de la experiencia y concentracion del
personal de laboratorio. Es por ello que es necesario encontrar herramientas
gue permitan reducir la incidencia de la tuberculosis en nuestro pais. Sin
embargo, los sistemas de deteccion automatizados y de mayor confiabilidad
poseen valores elevados en el mercado. La presente tesis propone el
desarrollo de un sistema de baciloscopia automatizada de diagnéstico de
TBC. La tesis involucra el re-disefio e implementacion del sub-sistema de
tincion de cuatro muestras y el disefio e implementacion del sub-sistema de

microscopia.
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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa con gran indice de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial donde méas del 95% de las
muertes registradas a causa de esta enfermedad ocurren en paises

en vias de desarrollo.

En los dltimos afios se han estado desarrollando equipos médicos que
automatizan los procesos que involucran el diagnéstico de tuberculosis
(TBC), pues esta enfermedad continua siendo un problema de gran
importancia. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS) la
tuberculosis continua siendo un problema de caracter global. En el afio 2014
a nivel mundial se presentaron 9.6 millones de casos de los cuales 1,5
millones de personas fueron afectadas mortalmente. En el afio 2017, en
nuestro pais se presentaron alrededor de 27578 casos nuevos de TBC con
una incidencia de 88.8 casos nuevos por cada 100 mil habitantes
(Organization, W. H. ,2018). Es asi que, segun el informe mundial sobre la
tuberculosis de la OMS del 2016, el Pert aun ocupa el 1° lugar en América
Latina en el nimero de casos de tuberculosis multidrogorresistente (MDR) y
extremadamente resistente (XDR). ElI hacinamiento en los sectores
desfavorecidos ha fomentado la transmision de la tuberculosis. Este
hacinamiento sumado a la falta de equipamiento de rapido diagndstico
accesible a las poblaciones mas necesitadas ha dado lugar a que la
enfermedad continle siendo un problema. En el Perlu el proceso de
diagnostico es completamente manual, la no existencia de un equipo de
diagnostico da lugar a gran variabilidad en los resultados, los cuales
dependeran de la experiencia y concentracion del personal de laboratorio.
Es por ello que es necesario encontrar herramientas que permitan reducir la
incidencia de la tuberculosis en nuestro pais. Sin embargo, los sistemas de
deteccion automatizados y de mayor confiabilidad poseen valores elevados

en el mercado.
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Los métodos de diagnésticos de TBC pueden ser clasificados en tres
grupos: baciloscopia, cultivo, y deteccidn genética directa en las muestras.
Las técnicas de baciloscopia convencionales aunque no son las mas
sensibles son las mas usadas debido a su rapidez, estas técnicas involucran
una etapa de tincidon y otra de microscopia. Es asi que la tincién Ziehl
Neelsen (ZN) es el método de tincibn mas usado en baciloscopia por ser
efectivo y simple; ademas de ser el método de tinciobn recomendado por la
OMS para los paises en vias de desarrollo. En el Peru, el proceso de tincion
esta conformada por tres sub-procesos principales: en primer lugar se
extiende la muestra sobre un porta-objetos (frotis), seguidamente se realiza
la tincién de bacilos acido-alcohol resistente (BAAR) el cual es realizado por
el método ZN a base de fucsina fenificada, azul metileno, alcohol acido y
agua. Finalmente, para el diagnostico, se examina la muestra tefiida a través
de un microscopio, donde se realiza el conteo de bacilos tuberculosos
presentes en la muestra. Este proceso de diagnoéstico de tuberculosis implica
tiempo y exposicion del personal encargado, quienes pueden realizar tan

solo 70 diagnosticos de muestras por dia.

El método de tincidn Ziehl Neelsen es realizado de manera manual por
expertos técnicos de laboratorio quienes inevitablemente realizan el
proceso con amplia variabilidad, lo que puede afectar las actividades
posteriores al diagnéstico. Los errores de estos diagnésticos pueden
conducir a la no deteccion de pacientes con TBC (falsos negativos), quienes
continuaran la cadena de transmision en la comunidad. Adicionalmente,
estas personas seran diagnosticadas tardiamente con posibles
complicaciones. De otro lado los falsos positivos dan lugar a tratamiento
indtiles de personas no tuberculosas. En el caso de la ausencia de
tratamiento de personas tuberculosas sumadas al hacinamiento ocasiona la
alta incidencia de la enfermedad en las zonas mas pobres de la sociedad
mientras que en el caso de los falsos positivos da lugar a que personas no
tuberculosas sean tratadas innecesariamente causando dafios en sus
sistemas inmunoldgicos. Es por ello que la garantia o aseguramiento de un

diagndstico estandarizado, rapido y confiable es esencial.
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En consecuencia el objetivo de la presente Tesis es redisefiar e implementar
el sub-sistema automatico de tincion para cuatro muestras de esputo en
simultdneo y disefiar e implementar el sub-sistema de microscopia. A
continuacién se listan los objetivos especificos que seran desarrollados en
los capitulos siguientes:

l. Redisefio del sistema mecanico del médulo de tincion.

II. Redisefio, implementacion y/o modificacion del hardware y software
requerido de acuerdo a los cambios mecéanicos realizados en el modulo
automatico de tincion.

[ll. Disefio e implementacion del subsistema de desplazamiento vy
autoenfoque de muestras del médulo de microscopia.

IV. Implementacion de un algoritmo de deteccion (conteo) de patrones
BAAR.

V. Implementacion de una interfaz de usuario.

En el capitulo 1 se presenta la probleméatica. En el capitulo 2 se desarrolla el
estado del arte, mientras que en el capitulo 3 se presentan los problemas
encontrados en versiones anteriores de los equipos desarrollados.
Posteriormente, los objetivos | y Il se abordan en el capitulo 4, mientras que
los objetivos 1ll, IV y V se abordan en el capitulo 5. Finalmente, en el capitulo
6 se concluye con las recomendaciones, observaciones y posibles trabajos

futuros.



CAPITULO 1:
DIAGNOSTICO DE LA PROBLEMATICA

En este capitulo se presenta la probleméatica general de la tuberculosis en el
Peru. Se presentan algunos indicadores socioecondmicos que permiten
justificar el estudio y la importancia de dar soluciones de rapido diagnéstico y

de costo accesible.

1.1 Latuberculosis en el Pert

A nivel nacional el 57% de los enfermos de TBC se encuentran en las
regiones de Lima y Callao, lo que quiere decir que el 43% restante de los
casos se encuentra disperso en las demas regiones, correspondiendo un
promedio del 2% por regién. En los Ultimos afios cinco departamentos
(Madre de Dios, Ucayali, Loreto, Lima, e Ica) reportaron el 73% de todos los
casos nuevos notificados en el pais (Tabla 1.1). Es asi que, la enfermedad
se concentra principalmente en los departamentos de la costa central y la

selva.



Tabla 1.1: Casos nuevos e incidencia de tuberculosis por

Departamento

Pera

Madre de dios
Lima*

Arequipa
Lambayeque
Junin

San Martin
Ancash

Tumbes
Huanuco

Cusoo

Pasco
Puno
Piura

Huancavelica

Apurimac
Cajamarca

En la Revista Peruana de Medicina Experimental

(Laboratorio de Referencia Nacional

departamentos, Peru afio 2013 y 2014

N® Casos IN° Casos

nuevos
Ao
2013

27505

234
16265
458
m
1272
751
144

1257
m
825
192
333
628

Eelide

92
a9
106
220

nuevas
Ao
2014

27350

270
16618
437
5898
1113
761
141

1245
T66
721
711
436

116
411
603

£Es8

501
114

a7
213

Incidencia Incidencia

TE 2013

90.3

1738
1546
1374
159.4
1249
973

15

612

219

TE 2014

201.3
155.5
1272
1221

% de
casas
NUEVDS

TB 2013 TB 2014

0.9%
53.1%
1.7%
2.8%
4.6%
2.7%
0.5%

4.6%
2.8%
3.0%
2.9%
1.2%
23%

0.3%
1.4%
2.5%
1.0%
0.3%
1.6%
1.9%
0.3%

0.3%
0.4%
0.8%

de Micobacterias,

% de
casas
NUEVDS

0.8%
60.7%
16%
2.3%
4.2%
2.9%
0.5%

4.6%
2.8%
26%
26%
16%
21%

0.5%
1l4%
22%
0.9%
0.3%
1.7%
18%
0.4%

0.3%
0.4%
0.8%

% de casos
TB nuewvos TB nuewvos
acumulado

2013

% de asos

acumulado

214

0.9% 0.8%

G0.0% 61.5%
61.6% 63.1%
B4.4% B5.4%
69.0% 69.6%
T71.8% 72.4%
723% 73.0%
76.9% 77.5%
T79.7% 80.3%
B2T% B829%
B85.5% B5.5%
26.8% 7.2%
B9.0% 89.3%
89.3% B89.8%
90.8% 91.2%
93.3% 93 4%
94.3% 94.3%
94.6% 94.6%
96.3% 96.3%
98.1% 98.1%
9. 5% 92.5%
9R.8% 93.9%
99.2% 99.2%
100.0% 100.0%

y Salud Publica
2017) se

menciona que las personas que requieren ser diagnosticadas o pacientes

con sintomaticos respiratorios (SR) han aumentado sostenidamente. Esto

muestra que si bien la tasa de incidencia se esta reduciendo, las personas a

guienes se les realiza el diagnéstico han aumentado. Es asi que, en los

ultimos 5 anos los identificados con SR han alcanzado su maximo valor en

el 2015 con 1’774,000 SR identificados a pesar de que en este mismo afo

! Fuente: Informes operacionales ESNPCT-DGSP/MINSA - Vigilancia epidemiolégica de TB-

MINSA/DGE Peru
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se registro la tasa mas baja en los ultimos 25 de incidencia con 87.6 casos

nuevos de TB por cada 100 mil habitantes.

En la figura 1.1 se muestran las tendencias mencionadas:

2000 110
y =30.868x+1371
1800 R*=0.4813
105
1600
1400 100
1200 95
1000
800 20
600 85
400
80
200
0 75
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
SRI{miles) Inc. TB (TASA POR 100 000 HABITANTES) Linear (SR1(miles))

Figura 1.1: Sintomaticos respiratorios identificados e Incidencia de

Tuberculosis. ?

Adicionalmente es importante mencionar que Lima no solo es el
departamento con mas casos de tuberculosis en el pais, sino también es el
tercer departamento después de Madre de Dios y Ucayali con la incidencia
mas alta (Tabla 1.1); el mayor porcentaje de casos se concentran en la
provincia metropolitana de Lima. Los distritos que reportan tasas mas altas
de TB pulmonar frotis positivos (TBPFP), es decir por encima de 100 casos
por cada 100 mil habitantes, son San Juan de Lurigancho, Rimac, La
Victoria, El Agustino, Ate, San Anita y Barranco. Es claro que los hospitales
gue se encuentran alrededor de estos distritos seran los que presentan la
mayoria de los casos. Esto se ve reflejado en los datos notificados en el afio
2013 y 2014, donde se estimdé una tasa de morbilidad por TBC en
trabajadores de salud (TS) en 12 hospitales de Lima y Callao (Tabla 1.2);

siendo los Hospitales Emergencias Grau de EsSalud, Hospital Cayetano

2 Fuente: Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica Junio 2017



5
Heredia, Arzobispo Loayza y Dos de mayo los de mayor tasa para el 2013;
para el afio 2014 fueron los hospitales Hipdlito Unanue, Cayetano Heredia
(3.3), Dos de Mayo y Sergio Bernales (2.7).

Tabla 1.2: Tasa de morbilidad por TB en trabajadores de Salud de
Hospitales de Lima y Callao, Afio 2013- 2014. 3

Nombre de Hospitales e Casos TB N° de TS Tasa*1000
2013 2014 Total 2013 2014 2013 2014
Hosp. Cayetano Heredia MINSA 15 8 23 2296 2457 6.5 3.3
Hosp. Edgardo Rebagliati Martins ESSALUD 9 12 21 5374 5629 1.7 21
Hosp. Arzobispo Loayza MINSA 11 7 18 2779 3149 4.0 2.2
Hosp. Dos de Mayo MINSA 10 7 17 2575 2428 39 29
Hosp. Hipdlito Unanue MINSA 6 10 16 2372 2271 25 4.4
Hosp. Guillermo Almenara Irigoyen ESSALUD 10 7 17 3526 3698 2.8 19
Hosp. Daniel A. Carrion - Callao MINSA 7 6 13 2030 2122 3.4 2.8
Hosp. Emergencias Grau ESSALUD 8 3 11 960 1137 8.3 2.6
Hosp. Sergio Bernales MINSA 3 4 7 1419 1477 21 2.7
Hosp. Alberto Sabogal Soluguren ESSALUD 3 2 2030 1821 1.5 11
Hosp. Maria Auxiliadora MINSA 0 4 4 1928 1964 0.0 2.0
Hosp. 5an lose - Callag MINSA 2 2 4 781 812 2.6 2.5
Total Nacional 226 241 467 223803 241732 1.0 1.0

En consecuencia, es muy conveniente el hecho de poder trabajar en base a
las muestras del Hospital Dos de Mayo pues es uno de los hospitales donde
se presentan gran cantidad de casos debido a su particular ubicacién
rodeada de los distritos donde se presentan la mayor incidencia y cantidad
de casos. Adicionalmente, es importante mencionar que el equipo al ser
portatil tendra la posibilidad de ser transportado a las diferentes regiones del
Pais. Sin embargo, experimentalmente sera validado en el Hospital Dos de

Mayo.

Finalmente, es necesario indicar que existe una relacion de laboratorios de
referencia (Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica) en los que se

realizan los analisis de baciloscopia y podrian usar experimentalmente el

3 Fuente y elaboracion: Vigilancia epidemiolégica de TB- DGE/MINSA, Base de datos de
Recursos Humanos- Observatorio de Recursos Humanos en Salud DGRH/MINSA
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sistema automatizado. Esta red de Laboratorios est4 conformada por 25
Laboratorios de Referencia Regional (LRR) y 04 Laboratorios Referenciales
(LR) (Ministerio de Salud, I. N. S., 2014, MINSA - I. N. S, 2018). Ademas, se
cuenta con un Laboratorio de Referencia Nacional (LRN), el cual realiza
pruebas de diagnostico de tuberculosis mediante el método automatizado en
cultivo liquido BACTEC MGIT-960. En la figura 1.2 se muestra la distribucion

de la red de laboratorios a lo largo del pais.

_—
LaLiertad O\ WENEAS
2001 4 4 3

& Ima St
3%'1"?&4 ,

Huancivelica
2600

Arequipa
1996

5 1 Lah. Referencia Nacional (LRN)

.~ \
A Lab, Referencia Regional (LRR) "“'%"5"" 4:‘\» ’
s Tacna
A 04 Lab. Referenciales(LR) 1996}
.4

Figura 1.2 : Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica *

1.2 Aspectos socio-econdomicos de la poblacién afectada.

1.2.1Aspecto Social

Respecto al aspecto social, en nuestro pais los estratos sociales mas bajos

son los mas afectados. A pesar de que las provincias con mayor indice de

4 Fuente: Portal de la Red de Laboratorios en Salud Publica (portal.ins.gob.pe.).



9
desarrollo humano (IDH) son las que presentan la mayor incidencia de casos
de tuberculosis, el hacinamiento de los casos en determinados distritos
evidencia la desigualdad social y su impacto en la carga de tuberculosis. De
tal forma que en los distritos de Lima con mayores desventajas respecto a
IDH son los que tienen mayor incidencia de tuberculosis. Concentrandose el
50% de la carga de tuberculosis de la provincia de Lima en el 40% de los
distritos méas desfavorecidos en términos de IDH, y solo el 10% en el 20% de
los distritos con mayor IDH (Ministerio de Salud, Febrero, 2016).

Adicionalmente, se ha podido notar que padecer de tuberculosis genera en
nuestro pais estigma y discriminacion. La percepcion de los pacientes de la
discriminacion o estigmatizacion puede dar lugar a que en algunos casos no
guieran comunicar su condicion a sus familiares o amigos. Incluso algunos
pacientes han mencionado que para evitar ser estigmatizados o
discriminados han descontinuado el tratamiento (Raul Alonso Timana Ruiz,
2014). En las encuestas aplicadas en el informe Impacto Socioeconomico de
La Tuberculosis en el Peru del 2010 a los pacientes con TB se encontré que
casi la mitad de los pacientes con TB sensible le han comunicado de su
enfermedad a sus jefes y a sus comparieros de trabajo calificando el trato
recibido de ellos como un trato que denotd comprension. La figura 1.3
muestra que la mayoria de pacientes ha preferido no comunicar su situacion
a su empleador. Los que si comunicaron tuvieron en la mayoria de casos

una respuesta positiva.



10
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Figura 1.3: Encuesta sobre la comunicacién de los empleados sobre

sus diagndésticos a sus jefes.®

1.2.2 Aspecto Econdmico

El estudio del impacto socioeconémico realizado por el MINSA (Raul Alonso
Timana Ruiz, 2014) concluye que el costo econdémico de la tuberculosis en el
Peru para el 2010 ascendié a 80,087 millones de US$, correspondiendo al
costo directo a 42,120 millones de US$ (52.6%) y un costo indirecto a 37,968
millones de US$ (47.4%). El costo directo es financiado principalmente por el
Estado (19,933 millones) que considera los aportes de la seguridad social y
el financiamiento de los cooperantes. Sin embargo, el costo para las familias
representa una parte importante del costo econdémico total, 20,629 millones
de US$ (25,7%), constituido por los costos directos o gastos de bolsillo y los
costos indirectos, que incluyen los afios de vida perdidos por discapacidad,
el costo de los dias dejados de trabajar o estudiar y el costo del tiempo de
los familiares o voluntarios. A esto se suma el costo para la sociedad
compuesta por los afios de vida perdidos por muerte (costo indirecto) de
23,544 millones de US$ (29.4%). En la Tabla 1.3 se puede apreciar el

panorama general de los costos entre el 2005 y 2010.

5 Fuente: MINSA, Informe del Impacto Socioecondmico de La Tuberculosis en el Peru del
2010
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Tabla 1.3: Panorama general de los costos entre el 2005 al 2010.°

2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | Tota | romedio | 2005-2010

Monto %
Costo directo | 31676 31317| 30383| 35430 34926 42120| 205852 34308 50,2%
Gastos del Estado | 14648| 9133| 11964 16229 13868 19933| 85775 14296 20,9%
Aportes seguridad social | 4821| 2719 3335 4119 3874| 4168 23036, 3839 5,6%
Financiado cooperantes 8479 13336, 9737 8556| 9970| 11813| 61891 10315 15,1%
Gastos de bolsillo" | 3728| 6129 5347| 6526 7214 6206 35150 5858 8,6%
Costo indirecto | 34481| 31056| 31613 35191 34270 37967204578 34096 49,8%
Mortalidad | 22417 19924| 19637| 22489| 21046 23544 129857 21643 31,6%
Discapacidad | 4438| 3342| 3492| 3778] 3588 4782| 23420 3903 5,7%
Dias dejados de trabajar | 6920 7030 7590 7955 7851 8589| 45935 7656 11,2%
Tiempo de familiares | 706 760| 894 969 985 1052| 5366 894 1,3%
Total 66157 62373| 61996 70621| 69196 80087 410430 68404 100%

El proyecto de Finanzas y gobernanza en salud (HFG) de la Agencia de los
Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID), ha realizado un
informe en el 2014 en el cual se concluye, a partir de una evaluacion
economica parcial de tipo costo de enfermedad, que el costo total
aproximado para TBC es de 27°443,865 ddlares, de los cuales corresponde
para TBC Pulmonar 23’666,252 de ddlares, TBC Extrapulmonar 1°501,742
dolares, TBC con complicaciones 935,552 doblares y para TBC
Multidrogoresistente 1,340,319 ddlares. Los 27°443,865 de dolares
representan el 14.1% del presupuesto ejecutado del afio 2014 en el
Programa Presupuestal 016 TBC —VIH/SIDA.

En la tabla 1.4 se puede apreciar que el costo total correspondiente a
diagnostico es 1'302,884 de dodlares (4.7 %), tratamiento 24°205,776 de
dolares (88.2%) y para seguimiento 1°935,206 de dolares (7.1%). La
poblacién de estudio fue en base a pacientes con TBC afiliada al Seguro
Integral de Salud (SIS).

6 Fuente: Base de datos del estudio — Gastos en tuberculosis 2005-2010
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Condicién Especifica Poblacion Costo Costo Costo Costo total
Objetivo Diagnéstico Tratamiento Seguimiento
Tuberculosis pulmonar 11,888 926,726 20,902 936 1,836,590 23,666,252
Tuberculosis extrapulmonar 1180 240 207 1,239,134 22 401 1,501,742
Tuberculosis con complicaciones 559 114,079 751,967 69,505 935,552
Tuberculosis multidrogoresistente 180 21871 1,311,739 6,709 1,340 319
Total 13,808 1,302,884 24,205,776 1,935,206 27 443,865
47% 88.2% 71% 100.0%

Finalmente, A continuacion se presenta el resultado de una evaluacion por

costos promedio y costeo en base al método ABC (Activity Based Costing)

realizado en un hospital de Minas Gerais - Brazil (I. de Almeida, 2017), para

diferentes métodos de diagnéstico (baciloscopia, cultivo y diagnéstico a

través del ADN). En cuanto al método ABC se realiza considerando una

actividad como el comun denominador para el calculo del costo unitario por

actividad, en lugar de la cantidad real consumida. El resultado sera el costo

por analisis pero basado en costeo por actividades. El costo promedio y el

costo basado en la actividad se muestran en la Tabla 1.5. Se puede apreciar

gue no solo el costo del dispositivo médico es alto sino también el costo por

analisis de muestra.

Tabla 1.5: Costo promedio y costo basado en actividades para el

analisis de una muestra en el diagndstico de TBC.®

. i A Costo Costeo basado en
Método de diagndstico ] o
Promedio las actividades
Baciloscopia centrifugada de Ziehl Neelsen (ZN) y
] U $ 10.06 U$5.61
Auramina (AU)

Baciloscopia directa por ZN U$742 U$4,15
Cultivo en un medio sélido Loweinstein-Jensen U$27.38 U $16.50
kit Detect TB®LabTest U$115.74 U$73.46

" Fuente: Proyecto HFG-Per(, USAID

8 Fuente: Evaluation of the Mean Cost and Activity Based Cost in the Diagnosis of
Pulmonary Tuberculosis in the Laboratory Routine of a High-Complexity Hospital in Brazil.
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CAPITULO 2:
ESTADO DEL ARTE

En el presente capitulo se expone una breve descripcion de los métodos de
diagnostico de tuberculosis. Se realiza una revision y descripcion breve de
los equipos de diagnostico automatizado de tuberculosis que actualmente
estan siendo desarrollados y los que estan siendo introducidos al mercado.
Los equipos comerciales de diagndéstico en la mayoria de los casos han sido
enfocados en técnicas de deteccion genética; no obstante, existen diversas
iniciativas en proceso de desarrollo de prototipos basados en técnicas de
cultivo y baciloscopia. En las siguientes lineas se hara una revision de las
iniciativas y métodos existentes respecto al equipamiento de diagndstico por
deteccion genética, baciloscopia y cultivo, poniendo una particular atencién a

los equipos que se encuentran disponibles en nuestro pais.

2.1 Alternativas de Diagnéstico mediante baciloscopia

Una alternativa a la Baciloscopia con tincion ZN es la microscopia por
fluorescencia con tincion Auramina-Rodamina, que obtiene mejores
resultados de sensibilidad y especificidad con respecto al método de tincion
ZN. Sin embargo, debido al elevado costo que se requiere para adquirir un
microscopio de fluorescencia (microscopio con una ldmpara de vapor de
mercurio), se continla optando por la tincion ZN en los paises en vias de

desarrollo (Gonzalez-Martin, 2017).
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Actualmente existen herramientas de tincion automatizadas y procesadores
de portaobjetos a fin de obtener un alto rendimiento y la tincién adecuada de
las muestras. El equipo RAL Diagnostics (socio de bioMérieux, Francia) es
un ejemplo, este ofrece un sistema de tincibn automatico para el método
convencional ZN o los métodos asociados a microscopia fluorescente. El
producto ofrece una consistente tincién a través de la automatizacion. La
maquina es aplicable en centros de microscopia de alto rendimiento y en
instalaciones mas pequefias a fin de reducir el tiempo dedicado al preparado
de muestras. La tincion automatizada ha demostrado ser un factor en el
ahorro de recursos significativos y la mejora de los resultados de tincion en
laboratorios con una gran carga de trabajo. El equipo de tincion RAL
STAINER procesa 10 muestras al mismo tiempo. Todos los reactivos de
tincion se encuentran dentro de los depadsitos de reactivos en la maquina. El
aire interno se filtra para prevenir la liberacion de productos quimicos. La
herramienta se comercializa desde el 2013 y cuesta alrededor de US
$15,000. El costo por muestra tefiida en tincion ZN y para reactivos de

auramina es de US $ 0,30 y US $ 0,50 respectivamente.

El Aerospray® TB Series 2 de ELITechGroup (Suiza) es otra plataforma de
tincion automatizada que también se puede usar para métodos de tincidon
convencionales o fluorescentes. Las diapositivas se preparan a través de
reactivos aplicados desde las boquillas atomizadoras, limitando los
volumenes utilizados. Esta plataforma puede procesar por lotes ya sea 12 o
30 diapositivas y requiere cinco minutos de tiempo de procesamiento. Segun
el ELITechGroup el sistema de 30 diapositivas puede procesar hasta 400

diapositivas por hora.

La Seccién de Electricidad y Electronica de la facultad de Ciencias e
Ingenieria de la Pontificia Universidad Catolica del Peri ha estado
desarrollando sistemas de preparacion automatica de muestras de esputo
para el diagnéstico de TBC (PAME) a fin de automatizar el proceso de
tincion ZN. En versiones anteriores, la tincién se realizaba para una sola

muestra por proceso, lo que hace que el tiempo de analisis de varias
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muestras sea excesivo; posteriormente, en otra versidn se considerd un
sistema que realice la preparacion de siete muestras en simultaneo, lo cual
involucra que este sea voluminoso y pesado para formar parte de un
equipo portatil de diagnéstico de TBC , ya que se sabe que a nivel nacional
el 54% de los enfermos de TBC se encuentran en las regiones de Lima vy
Callao, lo que quiere decir que el 46% restante de los casos se encuentra
disperso en las demas regiones, correspondiendo un promedio del 2% por
regién. En consecuencia, actualmente el grupo que desarrolla el Sistema de
Baciloscopia Automatizado (SIBA) cuenta con un prototipo funcional cuyo
objetivo es que sea utilizado en todas las regiones de nuestro pais. El
mencionado prototipo de diagnéstico de TBC, cuenta con un moddulo de

tincion de 4 muestras en simultaneo y un médulo microscopia de 4 muestras.

2.2 Alternativas de Diagnostico mediante cultivo

Segun la revision de la organizacion internacional Unitaid (Unitaid, 2017), no
hay nuevas actualizaciones con respecto al diagnostico basado en el cultivo
de TBC. Debido a los altos riesgos asociados con la infeccion en el
laboratorio en comparacién con los métodos que simplemente manipulan el
material infectado (pe. baciloscopia). Por lo tanto, la mayoria de los cultivos
se realizan en instalaciones de referencia o en algunos laboratorios
intermedios con instalaciones apropiadas de bioseguridad y personal
capacitado. Si bien el cultivo puede tomar mucho tiempo para generar
diagnostico (generalmente hasta 4 semanas), es un ensayo altamente
sensible, que también se puede usar para una posterior determinacion de la
resistencia a los medicamentos en los casos de cultivo positivo.
Actualmente, tres fabricantes ofrecen sistemas automatizados en cultivo
liquido: el equipo BacT / ALERT® 3D de bioMérieux (Francia); la plataforma
basada en un tubo indicador de crecimiento micobacteriano BACTEC ™
(MGIT ™) de BD (EE. UU.); y la plataforma Mycolor TK de Salubris
(Turquia).
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Ademas de los sistemas comerciales de cultivo liquido se encuentra el
método MODS (microscopic observation drug susceptibility assay) de menor
costo y no comercial, que también permite realizar ensayos de resistencia a
los medicamentos. EI método MODS es una técnica basada en metodologia
de cultivo. Se basa en un cultivo en medio liquido middlebrook 7H9
monitorizado a través de la observacién de un microscopio invertido. Se
observan la formacién de cuerdas, que son visibles antes que las colonias,
en una media de 8 dias. Tecnoldégicamente esta es una opcion barata y
aplicable a paises de alta incidencia y bajos recursos (Gonzalez-Martin,
2017). En el Perq, la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) vy la
Universidad Nacional de Ingenieria (UNI) han desarrollado un sistema
MODS Plate Reader que puede diagnosticar la tuberculosis multidrogo
resistente (TB-MDR) en menos de quince segundos; no obstante, los
métodos de cultivo requieren por lo menos de 2 a 3 semanas para amplificar
la muestra . El sistema contempla un lector de placas automatizado de
observacion microscopica para cultivos MODS. EI lector maneja
automaticamente las placas MODS y después de ejecutar el algoritmo de
autoenfoque se obtienen imagenes digitales de las estructuras
microscopicas caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis. Una vez
obtenida la imagen se realiza el diagnoéstico a través de un software de
reconocimiento de patrones MODS. De esta forma el lector automatizado
reduce el tiempo de trabajo y el manejo de cultivos de M. tuberculosis por
personal de laboratorio (COMINA, 2011).

2.3 Alternativas de Diagnostico molecular.

La aplicacion de NAAT (En inglés: nucleic acid amplification test) ha
revolucionado las pruebas de diagndstico rapidas y precisas para la mayoria
patdgenos. La tecnologia generalmente implica un equipo PCR para la
amplificacion de una seccion especifica de ADN genémico o ARN celular de
un patogeno. EI método de deteccidn que identifica la presencia del material
genético patébgeno varia segun los productos; en muchos casos se usa

fluorescencia, mientras que en pruebas mas sencillas se usan luminiscencia
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0 se realiza a través de la identificacion visual de lineas en la captura de las
amplificaciones. Las NAAT se usan con frecuencia para identificar alelos

genéticos conocidos que confieren resistencia a los medicamentos.

En la figura 2.1 se muestra el panorama de desarrollo de estos equipos
comerciales, los instrumentos marcados de verde son productos que
cuentan con la recomendacion de la OMS. Los equipos que se encuentra en
la primera fila son disefiados para laboratorios de referencias, los de la
segunda para laboratorios intermedios y los de la Ultima para laboratorios

basicos.
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Figura 2.1: Panorama de los equipos desarrollado en base a métodos

de diagnosticos por amplificacion del ADN®

En nuestro pais las instituciones que cuentan con equipos de diagnostico

rapido de tuberculosis por analisis molecular se muestran en la tabla 2.1.

° Diagnostics Technology Landscape 5th Edition, May 2017
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Recientemente el hospital ESSALUD Hospital Ill de Emergencias Grau
adquirié el Gx4 Xpert MTB / RIF. En el caso del INS este realiza pruebas
moleculares GenotypeCM y GenotypeAS (Ministerio de Salud, I.N.S., 2018).

Tabla 2.1: Instituciones que cuentan con equipos de diaghostico

molecular para TBC

TIPO DE INTITUCION | INTITUCION EQUIPO

ESSALUD Hospital 1] de | Gx4 Xpert MTB / RIF

Emergencias Grau

INS Laboratorio de | GenoType
Referencia Nacional de
Biotecnologia y Biologia

Molecular

La empresa Cepheid, Inc. (Sunnyvale, California, EE.UU.) desarrollo la
técnica Xpert MTB/RIF, que es un test automatizado para el diagndstico de
tuberculosis basado en la deteccion de acidos nucleicos especificos del
bacilo de Koch, con cartuchos en una muestra organica. A diferencia de las
pruebas convencionales de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT), el
Xpert MTB/RIF simplifica la identificacion de ADN micobacteriano,
automatizando los 3 procesos requeridos para pruebas moleculares basadas

en PCR: extraccion, amplificacion y deteccion (VALLEJO V).

La técnica Xpert MTB / RIF es una prueba que puede detectar el complejo
de M.tuberculosis y la resistencia a la rifampicina dentro de las dos horas
posteriores de iniciada la prueba, con una intervencién técnica minima. Este
método cuenta con una muy alta sensibilidad y especificidad.
Adicionalmente, el reactivo de la muestra utilizado para licuar el esputo tiene
potentes propiedades desinfectantes (con capacidad de matar las bacterias
de la tuberculosis) y elimina en gran medida los problemas de bioseguridad
durante el procedimiento de prueba. Estas caracteristicas permiten que la
tecnologia sea extraida de un laboratorio de referencia y utilizada mas cerca

del paciente.
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El equipo de Xpert MTB / RIF requiere de una fuente de alimentacion
eléctrica ininterrumpida y estable, control de temperatura y calibracion anual
de los modulos de cartucho (N. Karen R Steingart). El Xpert tiene una alta
especificidad para el diagndstico de tuberculosis, que en la serie evaluada
por el Instituto Nacional del Térax de Chile fue de 95% en las muestras
respiratorias y 94% en las no respiratorias (considerando como standard la
positividad del cultivo). Considerando el costo de este examen, no deberia
ser indicado a todos los pacientes a quienes se les solicita una baciloscopia,
sino solo en aquellos con sospecha fundada de tuberculosis en los cuales la
baciloscopia sea negativa. Al ser un método muy sensible no esta indicado
para enfermos que hayan tenido una tuberculosis, porque por ser una
técnica de PCR, cualquier residuo de DNA micobacteriano que haya
guedado del pasado sera amplificado muchas veces y puede dar un
resultado falso positivo (VALLEJO V). El dispositivo mas usado es el GX4,
gue cuenta con 4 modulos (permite realizar 16-20 pruebas por turno de 8
horas), cuyo costo con descuento para paises en vias de desarrollo
asciende a aproximadamente a US$ 17 000 FOB (Pan American Health
Organization, 2017).
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) CAPITULO 3:
PROBLEMATICAS Y COMPONENTES A MEJORAR DE LA MAQUETA
FUNCIONAL SIBA (TINCION)

La seccion de electricidad y electronica de la PUCP se encuentra
desarrollando el Sistema de Baciloscopia Automatizado (SIBA), el cual
cuenta con una maqueta funcional para el médulo de tincién, en esta
maqueta se han identificado problemas y componentes que pueden ser
mejorados. Se realiza la descripcion actual de la maqueta con sus

problemas y componentes a mejorar.

En las siguientes lineas se presentan los problemas encontrados en la
maqueta. Para ello, primero se realiza una breve revisién del proceso de

tincion por ZN en baciloscopia.

3.1 Proceso de baciloscopia

El proceso de diagndéstico mediante baciloscopia esta conformado por tres

sub-procesos principales: en primer lugar se realiza la preparacién y
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extendido de la muestra sobre un porta-objetos (frotis), seguidamente se
realiza la tincion de bacilos &cido-alcohol resistente (BAAR) el cual es
realizado por el método ZN a base de fucsina fenificada, azul metileno,
alcohol acido y agua. Finalmente, se realiza la observacion microscoépica. En

el presente capitulo se analiza la automatizacion de la tincién.

De acuerdo al estandar segun el Organismo Andino de Salud (ORGANISMO
ANDINO DE SALUD — CONVENIO HIPOLITO UNANUE, 2018), se
presentan los subprocesos y los tiempos de reposo de los reactivos en el
proceso de baciloscopia basada en tincién Zhien Nielsen. Es este caso se
esta considerando un tiempo de calentamiento de 5 minutos y 75 segundos
(con control de la temperatura), pues la norma recomienda como minimo 5
minutos. Adicionalmente, es importante recalcar que en estos 11 minutos se
realizan 4 tefidos, pues el prototipo es capaz de tefiir cuatro muestras en
paralelo. En la Tabla 3.1 se presentan los tiempos considerados para el

disefio del modulo de tincién.

Tabla 3.1: Tiempo estimado para un proceso automatizado de tincion. °

Tiempo en
Sub-Proceso Tiempo segundo
Aplicacion de fucsina 30s 30
Calentamiento 5min 75seg 375
Tincion Enjuague 1 30s 30
Aplicacion del decolorante 2min 120
Enjuague 2 30s 30
Aplicacion de azul 1min 60
Enjuague 3 30s 30
Total 11.15 min 675

3.2 Problemaéticas de la maqueta funcional

10 Fyente: Laboratorio de micobacterias-MINSA
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El médulo de tincién puede ser subdivido en 5 sistemas de acuerdo a su
funcionalidad: sistema de calentamiento, alimentacion de energia,
dispensado de reactivos, desplazamiento de muestras e interfaz de usuario.
A continuacion, se presentan los problemas segun el proceso del médulo de

tincion.

3.2.1Calentamiento de muestras

Respecto al sistema de calentamiento, este componente critico del médulo
de tincidn requiere una validacién adecuada y detalla por lo que su andlisis
se abordara en los capitulos siguientes. Si bien funcionalmente el control de
temperatura proporcional es el adecuado, es necesario un analisis mas
profundo que tome en cuenta la distribucion del calor en todo el equipo y en
las mismas muestras de tal forma que el aumento de temperatura no afecte
el funcionamiento de otros componentes como las tarjetas, circuitos
electronicos, dispensadores de reactivos entre otros. Por ahora, cabe
mencionar que el dispositivo sensor de temperatura es el LM35 y los
elementos calefactores son dos lamparas de luces halégenas de la marca
OPALUX de 220V - 350W. Los elementos que concentran el calor y lo

direccionan hacia las muestras son dos piezas de material ceramico.

3.2.2Alimentacion

Se encontré6 que en el disefio de la maqueta se considera una fuente
conmutada que recibe una sefial de 220 VAC y entrega una sefal de 12
VDC - 2 A, y una fuente regulada que recibe el voltaje de la fuente
mencionada y entrega una sefial de 5 VDC a 0.7 A. Teniendo en cuenta la
optimizacion del espacio y consumo de energia del equipo portatil, tener dos
fuentes separadas es un problema, sera preferible realizar las mediciones de
corrientes con los equipos en sus condiciones mas extremas de
funcionamiento y dimensionar una sola fuente con salidas de 12V/2A 'y
5V/0.7A.
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3.2.3Dispensado de reactivos y agua

Para el dispensado de reactivos se consideraron Bombas - RS 360 RH.
Estas tuvieron un deterioro bastante r4pido cuando se usaron para
suministrar los reactivos, incluso al mes de uso quedaron inutiles. Este
desgaste se produce a causa de que el alcohol desgastaba el material de la
bomba. Adicionalmente, el motor de estas bombas requiere una alta
cantidad de corriente (entre 1.76A a 8.6A, ver figura 3.1). Finalmente, el
fabricante de las bombas recomienda alimentarla con tensiones entre 6 a
9V. En el disefio de la maqueta no se consider6 una fuente de alimentacion
de 5V, la bomba se estuvo alimentado con 12V. En consecuencia, sera

necesario dimensionar una bomba adecuada.

Figura 3.1: Caracteristicas de la Bomba - RS 360 RH !

VOLTAGE NO LOAD AT MAXIMUM EFFICIENCY STALL
MODEL OPERATING NOMINAL seeen | cumment | sPEED | cummewt TORQUE QUTFUT TOROUE CURRENT
RANGE dmin A dmin A mb-m gom w mm gom A

RS5-3605H-2885 3-9 7.2V CONSTANT | 12500 0.26 | 10280 1.76 7.00 7.2 7.59 41.2 420 B.60
R5-3605H-10500 12-25 12 CONSTANT | 3500 | 0.050 | 2590 014 274 280 074 106 108 0.41

Otro problema encontrado son los actuadores de las bombas. Debido a que
las bombas no necesitaran trabajar en ambos sentidos, el uso del médulo
driver L298 es innecesario; ademas de ocupar mayor espacio, este modulo
posee una caida de tension de alrededor 1.2V, lo cual dejaria a las bombas
funcionando por debajo de su voltaje recomendado. Serad necesario
redisefiar e implementara un driver que sea parte de una sola tarjeta

electronica y tenga menores caidas de tension.
3.2.4Desplazamiento de muestras
El desplazamiento de la muestras se realiza con un movimiento suave de tal

forma que se mantiene la tensién superficial cuando se encuentran los

reactivos sobre las muestras. Sin embargo, se ha identificado que en el

11 Fuente: Pagina web del distribuidor del fabricante (Mabuchi motors,2011)
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enjuague el dispensado no es capaz de romper la tension superficial del
agua sobre las muestras. Es preciso no tener residuos de agua pues diluyen
el reactivo dispensado luego del enjuague. En consecuencia, es necesario
encontrar un mecanismo que permite la eliminacion del agua remanente

posterior al enjuague.
3.2.5Interfaz de usuario
Actualmente la maqueta funcional cuenta con un botdn de inicio de proceso.

El modulo debera tener un indicador que permita visualizar si el equipo se

encuentra en funcionamiento.

3.3 Problemas identificados en prototipos anteriores

A continuacion, se presentan las dificultades que durante el desarrollo de los
anteriores prototipos se han presentado y estan pendientes por validar. En la

tabla 3.2 se presentan estas dificultades con el fin de poder validarlas.
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Tabla 3.2: Problemas de interés encontrados en versiones anteriores

del SIBA

Posibles problemas

Posibles procesos y/o componentes

involucrados

No se puede identificar la o _
_ _ - Recipientes de reactivos.
cantidad de reactivos _ _ )
_ _ - Visualizadores de reactivos.
disponibles.
Dispensado de reactivos y agua:
) o - Retardo de transporte del fluido.
El tiempo de tincion de
_ _ - Mayor volumen de agua en el
muestras por unidad de tiempo _
dispensado.

puede ser optimizado.

Calentamiento de muestras:

- Tiempos altos de calentamiento.

El de

muestras no es uniforme (no se

recubrimientos las

cubren todas las muestras al
100%).

Dispensado de reactivos.

No se tiene una medicion real

de la temperatura en la muestra.

Calentamiento de muestras:

- Ubicacion del sensor

- Ajuste de los parametros del algoritmo

de control.

La velocidad de enfriamiento del
la campana que contiene la
lampara de calefaccién afecta la

siguiente serie de tincion.

Calentamiento de muestras:
- Velocidad de enfriamiento del foco

luz halégena.

de

- Velocidad de enfriamiento de la pieza

ceramica.

3.4 Mobdulo de microscopia.

Respecto al moédulo de microscopia dentro del grupo de trabajo existen

miembros que se encargaron del disefio del sistema mecanico asi como

también expertos en imagenes que han realizado el disefio del software de
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conteo de bacilos. Por lo que el desarrollo de la presente tesis involucra la
integracion del sistema mecanico con la electronica que controla dicho
sistema y que a la vez interactia con el software de conteo. Para ello hubo la
necesidad de realizar algunos ajustes en la mecanica del microscopio como
también en el software disefiado. Es importante resaltar que el software
disefiado en MATLAB sera implementado en el lenguaje de programacion
Python. Esta implementacion es parte también de la presente tesis.
Finalmente, dado que no existe un software de autoenfoque disefiado para el
sistema de microscopia, este software ha sido disefiado he implementado

como parte de la presente tesis.
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) ] CAPITULO 4: ]
REDISENO DEL MODULO AUTOMATICO DE TINCION DE CUATRO
MUESTRAS DE ESPUTO

En el presente capitulo se muestra el alcance del mddulo de tincion;
posteriormente, se presenta su diagrama de bloques para luego exponer el
re-disefio del hardware y software electronico. Finalmente, se expone el
estudio del sistema mecanico del prototipo. Para ello se establecen los
requerimientos, alternativas, seleccion y el disefio propuesto para los

elementos analizados.

4.1 Alcances

El redisefio mecanico contempla el analisis del subsistema de dispensado de
reactivos y del subsistema de calentamiento del médulo de tincion. Se
analiza el dispensado de reactivos poniéndose énfasis en la distribucion
Optima y uniforme en la muestra. El andlisis del sistema de calentamiento

abarca la validacion del control de temperatura en la muestra. A partir de
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este resultado se plantea y realiza el rediseiio del software y hardware,

proponiendo sugerencias para futuros trabajos.

4.2 Diagrama de bloques

La figura 4.1 muestra el diagrama de bloques que esquematiza la funcion de
los componentes durante el proceso. El mdédulo esta conformado por una
plataforma movil, un subsistema de calentamiento, un subsistema de
alimentacion y la interfaz de usuario. La plataforma se desplaza al punto de
insercion de muestras de tal forma que el usuario coloca los 4 portaobjetos.
Posteriormente, la plataforma se desplaza a la posicion de inyeccion de
fucsina, seguidamente las muestras son trasladas hacia la posicion de
calentamiento de las muestras. Una vez calentadas las muestras la
plataforma mévil se traslada a la posicion de enjuague. Posterior al primer
enjuague se aplica el alcohol acido y se realiza un segundo enjuague.
Finalmente, se aplica el azul de metileno y seguidamente se realiza un

ultimo enjuague.

Los elementos que intervienen en el proceso pueden ser agrupados de la

siguiente forma:

- Planta: conformada por la estructura mecanica del subsistema de tincion
- Hardware conformado por todos los componentes electronicos; y

- Software que se programa en el microcontrolador.
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Figura 4.1: Diagrama de bloques del Subsistema de tincion

4.3 Estructura mecanica del moédulo de tincion

El sistema mecanico debe permitir automatizar el proceso. EI modulo de
tincion consta de: una plataforma movil, el area de insercion de muestras, el
de tincidén de muestras, el de calentamiento de muestras y el de alojamiento
de los componentes electronicos. El area de insercion de muestras debe
contar con espacio libre que permita facilitar la ubicacion de muestras. El
area de tincion de muestras debe considerar la estructura requerida para
alojar las mangueras y boquillas por donde fluyen los reactivos (fucsina,
alcohol acido, azul metileno y agua). Seguidamente, el area de
calentamiento de muestras debe considerar las piezas ceramicas que
permitan el calentamiento de las muestras y una estructura para la ubicaciéon
del sensor de temperatura. La plataforma maévil permite la ubicacion de las
muestras en las distintas areas. En la figura 4.2 se identifican las areas del

modulo de tincidn.
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INSERCCION DE
MUESTRAS

DISPENSADO DE
REACTIVOS

CALENTAMIENTO

COMPONENTES
ELECTRONICOS

ALMACENAMIENTO
DE REACTIVOS

Figura 4.2: Disposicién de las areas del proceso en la estructura

mecanica

Adicionalmente, se debe considerar el ingreso de los reactivos y la salida de
los residuos. El llenado a través de estas tuberias deber ser de forma rapida
y accesible. En la figura 4.3 se muestra el prototipo resaltando las tuberias
de ingreso y salida de liquidos.

| Asas de transporte

Ingreso de Agua y salida
de residuos

Figura 4.3: Interfaz mecéanica con el usuario

4.3.1Area de insercion de muestras

El area de insercion de muestras esta disponible para que el operario
coloque las muestras y una vez realizado todo el proceso se puedan extraer;

esta se encuentra en la parte delantera del equipo.
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4.3.2 Calentamiento de muestras

El calentamiento de muestras se realiza a través de dos lamparas de luz
halégena, siendo dos piezas ceramicas las encargadas de direccionar el
calor. Una de la piezas ceramicas (campana) se puede apreciar en la figura
4.4 A.

4.3.3Dispensado de liquidos y expulsion de residuos

El dispensado de liquidos se realiza por caida de los fluidos a través de 4
boquillas dispensadoras ubicadas en la parte superior de la estructura tal y
como se muestra en la figura 4.4 A. Los depoésitos de los reactivos se
encuentran debajo de la estructura de desagiie que se muestra en la figura
4.4 B. Se plantea un movimiento suave de la plataforma, mientras se realiza
el dispensado de reactivos. Este movimiento sera de tal forma que se cubra

totalmente la muestra con el reactivo dispensado.

SUJECCION DE
DISPENSADORES

CAMPANA PARA
CALENTAMIENTO

Figura 4.4 A soporte superior Figura 4.4 B Desague

Figura 4.4: Dispensado y desague de reactivos

4 .3.4Plataforma movil

La plataforma moévil es la encargada de sujetar las muestras que se
desplazan a través de un eje. El medio de sujecidén son pinzas metalicas. La
plataforma es transportada por una faja acoplada a la base, dos varillas y
cuatro cojinetes soportan este movimiento. EI movimiento de la plataforma

luego del enjuague sera brusco de tal forma que se rompa la tension
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superficial del agua sobre las muestras. La figura 4.5 muestra la estructura
de la plataforma.

La polea que genera el desplazamiento lineal posee 16 dientes separados
2mm entre dientes. Una vuelta completa del eje del motor, es decir un giro
de 360°, equivaldria a 32mm. El motor es un Nema 17 de 200 pasos por
revolucién, es decir 1.8° por paso; y como se esta trabajando a 1/8 de paso

esto genera un movimiento lineal de 0.02mm.

Figura 4.5: Estructura de la plataforma movil

4.3.5Area de componentes electrénicos

El area de componentes electrénicos debera de tener un facil acceso para
optimizar la ejecucion de reparacion y mantenimiento. En la figura 4.6 se

muestra la estructura posterior que sujeta los componentes electronicos.
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Figura 4.6: Soporte de componentes electronicos

4.4 Hardware Electréonico del médulo de tincion
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El subsistema electréonico se ha implementado de acuerdo al diagrama de

bloques.

4.4.1Sensor de posicion

Se requiere de un dispositivo que indique la posicion de referencia al inicio

del proceso. Para ello el sistema cuenta con un sensor de posicion del tipo

interruptor fin de carrera como lo muestra la figura 4.7. La tabla 4.1 muestra

los requerimientos y las caracteristicas de este sensor.

Figura 4.7: Interruptor de fin de carrera

Tabla 4.1: Caracteristicas del sensor de posicion fin de carrera.

Caracteristicas

Valores del fin de carrera

Precision menor o igual a 0.1 cm.

[+/- 0.05 cm]

Bajo tiempo de respuesta.

[125 ps]
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Este sensor presenta dos estados On-Off, se mantiene abierto cuando la
plataforma movil que transporta los portaobjetos no est4 en contacto con
este y se cierra cuando la estructura lo mantenga presionado. La figura 4.8
muestra el diagrama esqueméatico del circuito (resistencia de pull-up) de
sensado de posicion.

&
FINCARRERA-1

FINCARRERA-2

10k

GND
Figura 4.8: Diagrama esquematico del circuito de sensado de posicion

4.4.2 Sensor de temperatura

Se requiere medir la temperatura en la muestra. Es de notar que al tener
una plataforma maovil y de muestras extraibles, el sensor ideal tendria que
ser un sensor de temperatura de no contacto. Se probo el sensor infrarrojo
mix90614 con resultados desalentadores, pues el equipo posee una fuente
de calentamiento, cuya luz irradiada afecta irremediablemente la medicidon
de este sensor. En consecuencia se opta por continuar midiendo la
temperatura a través de un sensor LM35, este sensor posee un voltaje de
salida de 10mV / °C. El rango de monitoreo de temperatura es de 0 °C a 100
°C, lo cual define una tensién de salida en el rango de 0 mV a 1000 mV. La
tabla 4.2 muestra las principales caracteristicas del sensor. No se ha
considerado un amplificador debido a que es permisible una exactitud de
1°C, entonces teniendo en cuenta que el sensor tiene una exactitud de +/-
0.5°C; es decir 5mV y considerando un microcontrolador con una resolucién
de 4.9mV por unidad se puede leer sin problemas todo valor del sensor con

la exactitud requerida.
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Tabla 4.2: Sensor LM35

Sensor LM35
Caracteristica Caracteristica
Rango de temperatura [-55 °C,150 °C]
Exactitud [+/- 0.5 °C]
Consumo de corriente [<60 uA|]

Se realiza una validacion del control de temperatura con un set point de 90°,
ubicando la termocupla y el sensor LM35 sobre el portaobjetos. Los

resultados se muestran en la Figura 4.9.

Respuesta de Termocupla vs LM35(°C vs seg.)
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Figura 4.9 Respuesta de la temperatura medida en el sensor por la
termocupla FLUKE 179 vs el sensor LM35.

Las respuestas difieren levemente por lo que la problematica esta en la

ubicacion del sensor de referencia.

Se propone colocar el sensor debajo del portaobjetos y debajo de un pedazo
de vidrio como proteccién. En un principio se propuso colocar pasta térmica

entre el vidrio de proteccion y el sensor. Sin embargo, debido a que el vidrio
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posee un calor especifico mayor al de la fucsina, la temperatura del vidrio se
incrementa rapidamente sobrepasando la temperatura de la muestra. En la
figura 4.10 se muestra la distancia entre el portaobjetos del sensor de

referencia y los portaobjetos del analisis.

%

v Resultados de medidas
Distancia minima ~ 31.623 mm
v Delta
Distancia X 30.000 mm
= Distancia Y 10.000 mm
" Distancia Z 0.000 mm
I Distancia méxima  65.359 mm

Delta
v Seleccién 1 (Vértice)
Posicién
v Seleccidn 2 (Arista)
Longitud 76.000mm T T T T T T TR R R R R
Punto de medida
» Configuracion avanzada

Figura 4.10: Posicién del sensor de temperatura

Se evaluara si la posicion propuesta del sensor representa la temperatura de
la muestra, lo ideal sera que el comportamiento sea similar al de la figura

4.9, donde cabe esperar una diferencia constante entre ambas.

4.4.3Bombas y excitador de las bombas:

l. Bombas
En la tabla 4.3 se muestra el resultado de la evaluacion de las bombas que
se utilizaron para remplazar a las bombas RS-360SH utilizadas en los
equipos PAME, estas bombas poseen un consumo de corriente elevada.
Alimentadas a su voltaje nominal de 7.2V pueden llegar a tener un consumo

de 8.6A a plena carga.

Las pruebas para la seleccion de las bombas de 12V inicialmente se
realizaron con agua. Se considera un flujo aceptable si la bomba es capaz
de dispensar agua por las cuatro boquillas de salida. Entonces, Unicamente
las bombas cuyo dispensado con agua eran aceptables para el sistema
fueron probadas con fucsina. La fucsina tiene mucha mayor densidad que el

agua, entonces si la bomba no es capaz de bombear agua no sera capaz de
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bombear fucsina o azul metileno. Esta prueba se realizé en la maqueta

funcional.
Tabla 4.3: Seleccién de bombas
. Consumo de Consumo de
. Flujo de : .
Flujo de agua fucsi corriente con corriente con
ucsina g
carga (agua) | carga (fucsina)
Bomba Insuficiente
peristaltica (goteo) - - -
5000RPM , 12V 9
Bomba Aceptable(La

sumergible DC- | salida es por los 4 | Aceptable 05A 0.7A

808 orificios)
Bomba para Insuficiente(solo
limpiaparabrisas | se dispensa por 4 - - -
de autos LCTY salidas)
Aceptable (La
Bomba RS-385- .

PUMP100. salida es por los 4 | Aceptable 04A 05A

orificios)

En el caso de la bomba sumergible se tuvo que sellar la entrada de liquido,
dado que la absorcidon seria a través de una tuberia y al ser una bomba
sumergible permitia el acceso no solo por el orificio de entrada. El sellado se

realizd con resina epoxica.

Una vez migradas las bombas de la maqueta al prototipo final, a causa del
cambio de las tuberias (tamafio y diametros), la bomba DC-808 al ser una
bomba de flujo y no de presion no dispensaba por los 4 orificios y se tuvo
gue descartar. Finalmente, se realizaron pruebas de dispensado y flujo con
la Bomba RS-385 en el prototipo final. En el capitulo 6 se presentan los

resultados obtenidos.

Il. Excitador de la bomba

La tension de alimentacion de las bombas es de 12V y su corriente nominal
de 300 mA, el excitador considerado es un MOSFET IRF530 que soporta
una tension Vps de 100V y una corriente de hasta 3A (Ves=5V), ver grafica
4.8. Segun esta gréfica, se puede ver que para corrientes cercanas a 0.5A y

una tension Ves de 4.75V (se realiz6 la medicion de la salida digital de un
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arduino) se tendra una Ip aproximada 0.15A, estando el MOSFET en region

o6hmica. La figura 4.11 exhibe las curvas de respuesta del MOSFET.

I"'IES
Top 15V TH
10V 7
B0y
= B0
- 55V
5 104 50V
= Botiom 4.5 W
3 H
L]
[
a
= 4.8Y
100
- 20 ps Pulse Width
= Te=254C
107 100 107
Fil4e_o1 Vpe, Drain-to-Source Voltage (V)

Fig. 1 - Typical Output Characteristics, To = 256 'C

Figura 4.11: Respuesta del MOSFET IRF530%2

Asi mismo, se utiliza los diodos 1N4004 en paralelo a las cargas a fin de
proteger el MOSFET ante posibles transitorios. Se coloca una resistencia
pull-down R1 = 100 KQ entre los terminales G-S del MOSFET para evitar el
ruido eléctrico, es decir minimizar los efectos de las capacitancias parasitas.

El circuito para cada bomba se muestra en la figura 4.12.

MINIBOMBAS
2 |8 $———=FUCSINA/ALCOHOLL4  |§ S §———=AGUA/AZULMETIL14
s < < o
AEBIE | ——=FUCSINA/ALCOHOL1-3 3|Z ®I= | ——=AGUA/AZULMETIL1-3
A A =FUCSINA/ALCOHOL1-2 &8 & =AGUA/AZULMETIL1-2
=FUCSINA/ALCOHOL1-1 = AGUAJAZULMETIL1-1
-y ?R‘6F540 J} ?R?F540 Q9
-':} i - IRF540
= R11 o
% b 3 5‘
QO ™~
9 <
< "
GND

Figura 4.12: Excitadores de las bombas

12 Fuente: Hoja de datos del MOSFET IRF530.
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4.4.4 Actuador de calefaccion y su excitador

Cada una de las campanas contiene una lampara de luz halégena que
irradia calor a dos muestras. En la figura 4.13 se muestra la ldmpara de luz
halégena utilizada (OPALUX 220V-350 W). En la figuras 4.14, 4.15y 4.16 se
pueden apreciar con mayor detalle la disposicién y distancia entre la
campana, la lAmpara halégena y las muestras. Se aprecia que el recipiente

tiene forma de campana pues se requiere direccionar el calor a las muestras.

Figura 4.14: Distancia entre la campanay las muestras (Y= 12.3mm)*

13 Imagen proporcionada por Andrés Garcés Beltran.
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Figura 4.15: Distancia entre centro del foco de luz halégenay la

muestra (Y=34.1mm)*

Figura 4.16: Vista inferior de la distribucién de la campanay

muestras.®

El excitador contempla la variaciéon del angulo de disparo de la sefal

senoidal que acciona las lamparas. Para poder realizar la variacién del

14 Nota 15.
15 Iméagenes proporcionada por Andrés Garcés Beltran.
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angulo de disparo se necesita identificar una referencia que en este caso la
da un circuito de cruce por cero de la sefial senoidal del tranformador de
220V/12V.

A continuacion se muestra el circuito de cruce por cero en la figura 4.17 y el
del control del angulo de disparo en la figura 4.18. Se utiliza un TRIAC

BT136 que soporta una corriente de hasta 4 A.

TR1 R1
220VRMS-1 : =, OPTOACOPLADCZ*R

{ C12VRMS 1k p
- L J + & 2 ZE$I‘ K: 3
220VRMS-2 O

1
PCB14 GlgiD

Figura 4.17: Diagrama esquematico del detector de cruce por cero.

O LAMPARA-2
R2 e R3
T 1 6 [T 1—+ —C LAMPARA-1
V|
T3 .
S| | (@ . Eg Fiigg O 220VACL2
O 220VAC1-1

X MOC3021M

Figura 4.18: Diagrama esquematico del circuito de control de angulo de

disparo.

4.4.5Motor a pasos y su excitador:

Para el desplazamiento de las muestras se utiliza un motor a pasos bipolar
XY42STH34-0354A donde el movimiento del motor se puede realizar a
través de micropasos. El driver utilizado es el A4988 que permite el control
del sentido de giro y velocidad del motor por medio de los pines de control
de micropasos, numero de pasos y direccion (MS1, MS2, MS3, STEP y DIR

respectivamente). La tabla l6gica es mostrada en la tabla 4.4.

Tabla 4.4: Seleccion de micropasos (8A) y Control de giro y parada del

motor a pasos(8B).
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M15 MS2| MS3 Pasos STEP|DIR| GIRO
0 0 0 |Paso completo Pulzso| 0 Horario
1 0 0 1/2 paso Pulso| 1 |Antihorano
0 1 0 1/4 de paso - X Parado
1 1 0 1/8 de paso
1 1 1 1/16 de paso

La figura 4.19 muestra el diagrama esquemético del excitador de los motores
a paso para los ejes X, Z e Y respectivamente. Los motores a pasos se
energizan con 12V. El driver A4988 posee dos entrada de alimentacion, una

de 5V para el control y otra de 12V para la potencia.

= +| C1
A4988 Carrier 100uF

o e o MoToRe
i : O MOTORX2
. O MOTORX-3
_EED G MOTORX-4

GND

Figura 4.19: Esquematico del excitador del motor de paso

Para el caso del motor paso a paso se realizé las pruebas de funcionamiento
mecanico y electrénico dando en la validacion resultados exitosos. Por lo
gue no sera necesario realizar ninguna modificacion en el hardware
electronico. Sin embargo, ajustes en el micro-paso a fin de optimizar la
velocidad seran necesarios. Debido a que se tiene acceso desde el
microcontrolador a los pines de control de los micropasos, solo sera

necesario modificarlo via software.
4.4 6 Fuente de alimentacién

El sistema cuenta con la fuente de alimentacion conmutada RD65 de 5V/ 6 A
y 12V / 3A para los dispositivos de potencia. La fuente es la que se muestra

en la figura 4.20.
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Figura 4.20: Fuente conmutada del sistema.
En la tabla 4.5 se muestra el consumo de corriente maxima para las dos
fuentes de alimentacion. Se puede verificar que la fuente de alimentacion

cubre los requerimientos.

Tabla 4.5: Consumo de corriente

Tension de alimentacion Corriente Maxima (mA)
5V 15.8

175(Equipo estatico)
191(Motor en movimiento)
12v 390(Dispensado de fucsina)
590(Dispensado de agua)
Sacudido de muestras(260)

4.4.7Esquema de conexiones.

Con el fin de poder visualizar la interaccion y establecer la ubicacion de los
componentes electronicos, eléctricos y mecanicos se presenta en la figura

4.21 el esquema de conexiones.



SENSOR DE
TEMPERTATURA

SWITCH
ON/OFF

FUSIBLE

FUENTE

LAMPARA 2
(CERAMICA)

LAMPARA 1
(CERAMICA)

TRANSFORMADOR

Figura 4.21: Esquema de conexiones

4.5 Software de la plataforma Electrénica Arduino para el modulo de
tincion.

A continuacion en la figura 4.22 se muestra el diagrama de flujo de todo el

proceso de tincidon. Seguidamente se presentan cada uno de los bloques que

conforman el proceso general. En el Anexo C se encuentran todos los

programas referentes a la programacion en el microcontrolador Atmega328;

es decir, la implementacion de los diagramas de flujo.
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Figura 4.22: Diagrama de flujo general del proceso de tincidn

Como se puede apreciar en la figura 4.22, basicamente el diagrama de flujo
describe el proceso de tincidn: insercion de muestras, tinciébn con fucsina,
calentamiento de muestras, enjuague, dispensado de alcohol acido,
enjuague, tincién con azul metileno y el enjuague final. A continuacion se

describen brevemente las principales funciones del software.

4.5.1Subrutina de localizacion de referencia

Una vez encendido el moédulo, con el fin de localizar una referencia la

plataforma se desplaza hacia la posicion del fin de carrera, una vez que se
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detecta que la plataforma ha activado el sensor se define esta posicion como
la posicion cero del desplazamiento de la plataforma. La figura 4.23 muestra

el diagrama de flujo correspondiente.

INICIO

POSICIONAR
REFERENCIA

[ DIRECCION = DERECHA }

v

>
SELECCIONAR
DIRECCION(DIRECCION)

v

EACTIVOELFIND
CARRERA

MOVER 1 PASO ’

]

Figura 4.23: Subrutina de localizacion de referencia

4 5.2Subrutinade insercién de muestras

Esta subrutina permite ubicar la plataforma en el area de insercién. En esta
posicion se espera hasta que el operario presione y suelte el pulsador de
arranque para iniciar con el proceso de tincion. La figura 4.24 muestra el

diagrama de flujo de la subrutina insercion de muestras.
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MUESTRAS
(POSICION_INSERCION)

[ DIRECCION = IZQUIERDA |

v

SELECCIONAR
DIRECCION(DIRECCION)

‘ INICIO INSERCION DE ’

POSICION _ACTUAL > =
POSICION_INSERCCION

[ MOVER 1 PASO ]

|

INCREMENTAR
POSICION_ACTUAL

Figura 4.24: Subrutina de insercion de muestras

4.5.3Subrutina de posicionamiento

Se realiza el posicionamiento de la plataforma para el dispensado de
reactivos, agua y el calentamiento. La figura 4.25 muestra el diagrama de

flujo de la subrutina de posicionamiento.

INICIO DESPLAZAR A POSICION
(POSICION_REACTIVO,DIRECCION)

'

‘ SELECCIONAR ’

DIRECCION(DIRECCION)

POSICION _ACTUAL = =
POSICION_REACTIVO

 —

MOVER 1 PASO J

v
INCREMENTAR
POSICION_ACTUAL

Figura 4.25: Diagrama de flujo de la rutina de posicionar plataforma
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4.5.4Subrutina de dispensado de reactivos

Para realizar el dispensado de los reactivos se utiliza la subrutina de
dispensado de reactivo (DISPENSAR_REACTIVO); en primer lugar, se
define la posicion deseada, el sentido del movimiento y el reactivo a
dispensar. Seguidamente, se activa la bomba del reactivo para luego invocar
a la subrutina de desplazar a posicion deseada (DESPLAZAR_POSICION)
para realizar el barrido y finalmente desactivar la bomba. El barrido se utiliza
a fin de dispensar el reactivo sobre las muestras mientras la plataforma se
mueve suavemente de tal forma que se recubre la muestra manteniendo la
tension superficial. En el caso del enjuague se activa la bomba de agua por
25s tras los cual se realizan tres barridos en ambos sentidos. Este doble
barrido se ejecuta mediante movimientos bruscos de ida y vuelta a fin
eliminar los residuos de agua. A continuacion, la figura 4.26 se muestran los
diagramas de flujo de las subrutinas de dispensado, enjuague y sacudido de

las muestras.

INICIO
DISPENSAR_REACTIVO INICIO ENJUAGUE INICIO SACUDIDO DE
(REACTIVO,DIRECCION (REACTIVO,DIRECCION) MUESTRAS

POSICION_BARRIDO) v ¢
RETARDO(1s) CAMBIAR LA 1
CONFIGURACION A 1 PASO

ACTIVAR BOMBA DE
REACTIVO ACTIVAR BOMBA

t DE AGUA
. » (&SE
DESPLAZAR_POSICION RETARDO(25s)
(POSICION_BARRIDO,DIRECCION) 2

* DESACTIVAR
DESACTIVAR BOMBA DE BOMBA DE AGUA
REACTIVO [

DESPLAZAR_POSICION
(BARRIDO_ENJUAGUE DERECHA)

RETARDO(75s)

DESPLAZAR_POSICION
(BARRIDO_ENJUAGUE IZQUIERDA)

FIN

Figura 4.26: Dispensado de reactivos
4.5.5Subrutina de calentamiento

4.5.5.1 Descripcion del control de temperatura de la maqueta funcional

La maqueta funcional cuenta con el algoritmo de control para calentar las
muestras descrito en (Medina, B. ,2018). En este algoritmo: en primer lugar,

se lee la temperatura actual por medio del sensor de temperatura y se
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calcula el error mediante la diferencia entre la temperatura deseada y la
temperatura actual medida; seguidamente, si el error es mayor a 2 °C se
establece un angulo de disparo minimo definido en el programa principal;
caso contrario, se realiza un algoritmo de control proporcional ya que el
angulo de disparo (sefial de control) serd proporcional al error. Para este
control se habia considerado que la temperatura de la muestra tiene una
relacion lineal respecto a la temperatura del sensor de referencia. Sin
embargo, como se vera en las siguientes lineas la respuesta de la planta no

es lineal.

4.5.5.2 Validacion y redisefio del control de temperatura

El sensor de temperatura migra de posicion de la maqueta funcional al
prototipo final. ElI sensor de temperatura se ha colocado para medir la
temperatura del aire debajo de la campana ceramica y por encima de las
muestras. Se han empleado cuatro multimetros FLUKE 179 con termocuplas
sobre los portaobjetos sin fucsina a fin de medir la temperatura a la cual
estan expuestas las muestras. Para realizar la medicion de temperatura de
forma sincronizada se ha grabado un video que posteriormente pasa por un
software de procesamiento a fin de extraer los valores del visualizador del
multimetro. En el anexo B se encuentra el software de procesamiento
modificado a partir del cédigo de (Rosebrock, A. , 2017). Una de las pruebas
de medicién de temperatura y control de temperatura con set point de 60°C

se muestra en la figura 4.27.
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Respuesta del sistema de calentamiento (T°C vs Seg.)
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Figura 4.27: Respuesta del sistema de calentamiento vs Sensor de

referencia.

Se puede apreciar que las cuatro muestras tienen una dinamica similar con
temperaturas maximas de 80°C aproximadamente, pero la temperatura en el
sensor difiere teniendo un valor maximo de 65°C. Se realizaron pruebas
reubicando el sensor de referencia en diversas posiciones debajo de la
campana (Ver anexo H). En estas pruebas se observé que la temperatura de
los portaobjetos sin muestra ni reactivos crece continuamente.
Posteriormente se realizan pruebas con el portaobjetos cubierto de fucsina, y
dado que la variable a controlar es temperatura se utiliza un control ON/OFF.
Este control de temperatura se realiza con un margen de cinco grados de
error hacia abajo, con el fin de evitar que se sobrepase la referencia, pues el
proceso de calentamiento es lento. En otras palabras, cuando se fija la
referencia en 75°C, las lamparas reciben la potencia maxima hasta que el
sensor llega a 70°C con Ton =7.33ms (maxima potencia u ON) y sin angulo
de disparo (lAmpara apagada u OFF). La figura 4.28 muestra el diagrama de
flujo del control ON/OFF. En el capitulo 6 se presentan los resultados finales

del control ON/OFF implementado.



INICIO DE
CALENTAMIENTO

HABILITAR
INTERRUPCION DE
CRUCE POR CERO

NO

DESHABILITAR
INTERRUPCION

EXPOSICION?

LEER EL VALOR
DEL SENSOR LM35
CALCULAR LA
TEMPERATURA

ZLA TEMPERATUR?
DEL SENSOR
ESMENORALA
TEMPERATURA
DESEADA?

NO

DISPARO=0

¢ TIEMPO TRANSCURRIDO
ES MENOR QUE EL TIEMPO DE

INTERRUPCION DE
CRUCE POR CERO

-----------------------------

ACTIVAR DISPARO
DE 21.6°(1ms)

RETARDO(10us)
DESACTIVAR DISPARO

sl
DISPARO=1

FIN

4.5.6 Subrutinas para el control del motor a paso

Figura 4.28: Control del calentamiento

o1

Estas subrutinas muestran el control del motor a pasos tanto de la direccion

como de los pulsos que definen el movimiento del motor. En la figura 4.29 se
muestran las subrutinas.

INICIAR

SELECCIONAR
DIRECCION

ACTIVAR PIN STEP

[F’IN_DIRECC!ON:DIRECCICN]

e

Figura 4.29: Subrutinas del control del motor a paso
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) CAPITULO 5: )
DISENO E IMPLEMENTACION DEL MODULO DE MICROSCOPIA.

En el presente capitulo se muestra los alcances del moédulo de microscopio;
posteriormente, se presenta el diagrama de bloques para luego exponer el
disefio del hardware y software electronico. Finalmente, se expone el estudio

del sistema mecanico del prototipo. Para ello se establecen los
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requerimientos, alternativas, seleccion y el disefio propuesto para los

elementos analizados del médulo de microscopio.

5.1 Alcances

El disefio e implementacibn del subsistema del desplazamiento vy
autoenfoque del médulo de microscopia, abarca el estudio de la mecénica
de transporte de las muestras del microscopio, el disefio y la implementacion
del algoritmo de automatizacion del enfoque y el disefio e implementacion
del sistema de iluminacion. Adicionalmente, se implementa un algoritmo de

conteo de bacilos y una interfaz grafica.

5.2 Diagrama de bloques

El sistema esta conformado por la planta, hardware y software. EIl hardware
contempla una plataforma movil, un sistema de iluminacion, un sistema de
vision, una interfaz de usuario y la fuente de alimentacion. El software
contempla los programas del microcontrolador y los programas de enfoque,
conteo e interfaz en la Raspberry. La plataforma se desplaza a un punto de
insercion de muestras de tal forma que el usuario coloca los 4 portaobjetos
con las muestras provenientes del subsistema de tincién, agregando una
gota de aceite para microscopio a cada muestra. Posteriormente, la
plataforma se desplaza a la posicién del ocular del microscopio, donde la
camara realiza el autoenfoque y conteo de bacilos para cada muestra. En la
posicion del ocular se encuentra el sistema de iluminacién que permite que
las muestras puedan ser escaneadas por una camara a través del
microscopio. Finalmente, los resultados son presentados al usuario traves de
una interfaz grafica. La figura 5.1 muestra el diagrama de bloques que

esquematiza el proceso.
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Figura 5.1: Diagrama de blogues del modulo de microscopia

5.3 Estructura mecanica

El sistema mecanico se encuentra conformado por 3 estructuras principales:
el soporte principal del sistema, una estructura movil que contiene y
desplaza las muestras y la estructura del microscopio. La plataforma movil
original del microscopio ha sido reemplazada por una plataforma de 4
muestras (estructura movil). Se realizé un corte al microscopio original al fin
de acoplar la parte Optica (estructura del microscopio) a la estructura
principal. Sobre esta estructura principal se realiza la sujecion de la pantalla
tactil, la tarjeta electrénica y demas componentes electrénicos (motores y
LED). Estos componentes se encuentran ocultos solo con acceso para
realizar reparaciones y mantenimientos. El microscopio esta alineado con el
sistema de iluminacién de tal forma que la luz emitida por el LED de potencia
pasa a través de una perforacién en la plataforma, iluminando la bandeja
gue contiene las muestras. La cAmara que permite la digitalizacion de las
muestras tiene un soporte que la fija a la estructura del microscopio. Esta

estructura se encuentra fija sobre la estructura principal siendo la plataforma



55
la Unica que se desplaza en todos los ejes, tanto para el ingreso de las
muestras como para el autoenfoque. La figura 5,2 muestra el sistema
mecanico del prototipo.

Figura 5.2: Estructura o planta del médulo de microscopia

5.4 Disefio e implementacion del médulo.

5.4.1Hardware Electronico:

5.4.1.1 Sensores y acondicionadores de sefial

El médulo automatico de microscopia para cuatro muestras de esputo en
simultaneo cuenta con los siguientes sensores:

. Una camara para la adquisicion de las imagenes de los cuatro

portaobjetos con las muestras de esputo.

. Un sensor de posicion para obtener la ubicacién de referencia en la

que se encuentran las muestras.

5.4.1.1.1 Camara digital
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El sistema utiliza la cAmara digital C920E WEBCAM de la figura 5.3. La tabla
5.1 muestra los requerimientos y las caracteristicas de la camara. Esta se
encuentra acoplada al tubo del microscopio a través de una estructura
creada digitalmente en impresion 3D.

Figura 5.3: Camara digital Pro C920 WEBCAM

Tabla 5.1: Requerimientos y caracteristicas de la camara digital

o C920E WEBCAM

Requerimientos _—

Caracteristica | ¢Cumple?
Resolucion 1920x%1080 Si
Marcos por segundo )

30 Si
(frame rate)
Campo de vision 78° Si
Alimentacion USB Si

La camara se alimenta a través del puerto usb de la placa de la Raspberry Pi
3 tal cual se muestra en la figura 5.4.

RASPBERRY PI 3

C930E WEBCAM

114 Z PPOl 1d ALiaqdsey

Figura 5.4: Conexion entre la cAmara Webcam y la Raspberry pi 3
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5.4.1.1.2 Sensor de posicion

El sistema cuenta con un sensor de posicion del tipo interruptor fin de
carrera como lo muestra la figura 5.5. La tabla 5.2 muestra los

requerimientos y las caracteristicas de este sensor.

Figura 5.5: Interruptor de fin de carrera

Tabla 5.2: Requerimientos y caracteristicas del sensor de posicion fin

de carrera.

W Fin de carrera
Requerimientos

Caracteristica | ¢ Cumple?

Precision menor o ]
. [+/- 0.05 cm] Si
igual a 0.1 cm.

Bajo tiempo de
[125 us] Si

respuesta.

Este sensor presenta dos estados On-Off, se mantiene abierto cuando la
plataforma movil que transporta los portaobjetos no estd en contacto con
este sensor y se cierra cuando la estructura lo mantenga presionado. La
figura 5.6 muestra el diagrama esquematico del circuito de sensado de

posicion.



58

R1
10k

FINCARRERA-1 ©

FINCARRERA-2

GND

Figura 5.6: Diagrama esquematico del circuito de sensado de posicion

Este circuito cuenta con una resistencia pull-up que brinda una salida de 0 V
cuando el switch esta presionado, caso contrario la salida sera de 5V. La
resistencia R1 debe ser alta de manera que consuma una baja corriente, por

lo tanto se opta por escoger un valor de 10 KQ.

5.4.1.2 Actuadores y excitadores

El médulo automatico de microscopia cuenta con los siguientes actuadores:

o Un LED de alta potencia para el subsistema de iluminacion.
o Tres motores que permiten el desplazamiento de las muestras en los

tres ejes.

5.4.1.2.1 Led de potencia

El sistema utiliza como fuente de iluminacion un LED de potencia como se
muestra en la figura 5.7. En la tabla 5.3 se muestran los requerimientos y las

caracteristicas del LED de potencia.
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Figura 5.7: Led de potencia

Tabla 5.3: Requerimientos y caracteristicas del LED de potencia.

o LED de potencia
Requerimientos _
Caracteristica ¢.Cumple?
Intensidad
) Supera los
luminosa — Si
500Im
Lumens
Alimentacion 12V o 5V Si
DC current 900 mA Si
Temperatura de _
6000-6500K Si
color
Intensidad de _
... 700Im Si
iluminacion
Debe ser ]
2 cm de radio Si
compacto.

5.4.1.2.2 Excitador del Led de potencia

La tension de alimentacion del LED es de 12V y su corriente hominal de
300mA, el excitador es el MOSFET de potencia IRF530 que soporta una
tension Vps de 100 V y una corriente de hasta 14 A. Ademas, se utiliza una
resistencia pull-down R1 de 100 KQ entre los terminales G-S del MOSFET

para evitar el ruido eléctrico.

Por otro lado, la corriente del LED se controla a través de la modulacion por

ancho de pulso (PWM) de la sefial LUZ la cual sera activada por el
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microcontrolador. En la figura 5.8 se muestra el diagrama esquematico del

circuito excitador del LED de potencia.

12V

O LUZ-2

—CQO LUZ-1

Q1
L IRF530

-?

Luz
T R7

—
L+ I \ 4

100k

GND
Figura 5.8: Diagrama esquematico del circuito excitador del LED de

potencia

5.4.1.2.3 Motores para el desplazamiento de las muestras

El sistema mecéanico consta de 3 motores a paso de los cuales se han
realizado los céalculos que se describen a continuacion, con el fin de poder
tener la seguridad de poder desplazar la plataforma a través de los campos

de las muestras visualizados por el microscopio.

El motor puede girar hasta 1/16 de un paso de 1.8°. Es decir, puede rotar
0.1125°. El paso entre hilos del tornillo sin fin usado es de 2 mm (360°) para
los ejes X e Y. Por lo tanto, un giro de 0.1125° corresponde a un
desplazamiento lineal de 0.000625mm. Para pasar al siguiente campo de 0,2
mm (Aumento 100x del objetivo), el motor debe girar 36° 0 20 pasos. En el
caso del eje z hay un hilo de 1 mm, por lo tanto, una rotacion de 0.1125°

corresponde a 0.0003125mm.

Para el desplazamiento de las muestras el sistema utiliza el motor a pasos
XY42STH34-0354A que se muestra en la Figura 5.9. En la tabla 5.4 se

muestra los requerimientos y las caracteristicas para cada eje del motor. Los
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desplazamientos en el plano XY no necesitan ser reajustados a cada
momento por lo que se configura solo para un micropaso segun la tabla 5.5.
En el caso del movimiento del eje Z, es necesario reajustar los micropasos

segun los requerimientos del algoritmo de autoenfoque.

Figura 5.9: Motor a pasos XY42STH34-0354A

Tabla 5.4: Requerimientos y caracteristicas de los motores a pasos.

- XY42STH34-03542
Requerimientos .
Caracteristica ¢,Cumple?
Torque ( mayor a
que (may [300 mN.m] Si
24.53 mN.m)
Velocidad minima _
[600 r.p.m.] Si
(76.4 rpm)
Potencia mecanica ]
[BW] Si
(mayor a 2.57 W)
Bajo consumo de ]
. [250 mA] Si
corriente.
Tension de ]
, L [12 V] Si
alimentacion (12 V)
Requiere sensor | Sensado de posicidon Si
[
de posicion por pasos

5.4.1.2.4 Excitadores de Motores para el desplazamiento de las

muestras
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A continuacion, las figuras 5.10 5.11 y 5.11 muestran los diagramas
esquematicos de los excitadores de los motores de paso para los ejes X, Z e
Y respectivamente. Los motores a pasos se energizan con 5V 'y 12V/250mA

para el circuito de control y potencia respectivamente.

+ Cl
(']
4988 Carrier \ 100uF

A Erable (inverted) ot 0_ MOTORX-1
51 Ms1 + GHD |
o = O MOTORX-2
Reset (inverted) 1A MOTO RX_3
SV
O MOTORX-4
or sno GND

GND

NE

Figura 5.11: Esquematico del excitador del motor de paso del eje Z

C3

= +
o~
A4988 Carrier 100uF
ENAY Enable (inverted) ot O MOTORY-1
Mst v L an |

Ms2 | we

= Q- MOTORY-2

— Reet Ginvertad) 1 O MOTORY-3
PTEPY. Step oD T .
o = 2o O MOTORY-4
e
+Ho
gla Hé
eUs

Figura 5.12: Esquematico del excitador del motor de paso del eje Y
El excitador A4988 permite el control del sentido de giro y velocidad del
motor a pasos por medio de los pines MS1, MS2, MS3, STEP y DIR segun la

I6gica mostrada en la tabla 5.5.

Tabla 5.5: Control de giro y parada del motor a pasos.
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MF MS2| MS3 Pasos STEP|DIR| GIRO
0 0 0 |Paso completo Pulzso| 0 Horario
1 0 0 1/2 paso Pulso| 1 |Antihorano
0 1 0 1/4 de paso - X Parado
1 1 0 1/8 de paso
1 1 1 1/16 de paso

5.4.1.3 Unidad de procesamiento

La unidad de procesamiento estd compuesta por la placa Arduino Nano
basada en un microcontrolador ATmega328 y la placa Raspberry 3 que tiene
un procesador ARM Cortex-A53 de 64 bits a 1.2 GHz. El primero se encarga
de excitar los motores de los ejes X, Yy Z, y el LED de potencia a través de
sus controladores. El segundo se encarga de procesar las imagenes
adquiridas, tanto para encontrar la imagen mejor enfocada como para hacer
el diagnostico de las muestras; ademas de controlar la interfaz del usuario
gue permite iniciar, monitorear, interrumpir y finalizar el proceso de
seleccion. La figura 5.13 muestra las conexiones entre ellos via USB.

ARDUINO NANO RASPBERRY PI 3

a
TXL OX¥ 1S¥ ON: EQ, hd SC 90, 20 90 bd, OT¢

Figura 5.13: Conexion entre la tarjeta Arduino Nano y la Raspberry 3

5.4.1.4 Pantalla tactil

La pantalla tactil es un Waveshare de 7 pulgadas. La plataforma Raspberry
se encarga de controlar la pantalla donde el usuario puede iniciar y finalizar
el proceso facilmente. La tabla 5.6 muestra los requerimientos vy
caracteristicas de la pantalla. La Raspberry se conecta a través de USB y

HDMI a la pantalla Waveshare.
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Tabla 5.6. Caracteristicas de la pantalla tactil

Pantalla Tactil Waveshare

Caracteristica Valor
Tamano 7
Resolucion 1024 x 600 pixeles

Sistema operativo Soportado | Windows 10/8.1/8/7 OS,
Raspbian y Ubuntu
Mate

Tecnologia Pantalla de cristal
Liquido (LCD)

Puerto de datos USB

Puerto de video HDMI

En la figura 5.14 se muestran las conexiones del Raspberry con la Pantalla

Wavashare.

Figura 5.14: Interfaz de usuario y su conexion con la Raspberry

5.4.1.5 Fuente de alimentacién

La tabla 5.7 muestra la corriente requerida por cada dispositivo relevante

segun la tensién que requiere.



Tabla 5.7 Requerimientos de las fuentes de alimentacion.

Disposi _ o
_ o _ Dispositivo
Dispositivos tivos de I I
I (mA) sdel2V
de5V 12V (mA) _ (mA)
Potencia
control
Micro- Jetson Motor a 3X25
100 400
controlador TK1 pasos 0
Excitadores ] LED de
45 Camara | 500 _ 900
A4988(3) potencia
LED de
_ 35 - - - -
potencia
Raspberry pi 2500 - - - -
Pantalla 2000 - - -
Total 4700 Total 900 Total 1650
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Por lo tanto, el sistema cuenta con la fuente de alimentacion conmutada
RD65 de 12V/3A 'y 5V/6 A (figura 5.15).

Figura 5.15: Fuente switching del sistema.

5.4.2 Software:

5.4.2.1 Software para la plataforma Electrénica Arduino

La placa Arduino Nano basada en un microcontrolador ATmega328 funciona
como esclavo del raspberry. El Arduino nano recibe los comandos de

encendido del LED de potencia y accionado de los motores. Se encarga
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también se sensar la sefal de los sensores fin de carrera. El diagrama de

flujo se presenta en la Figura 5.16. El cédigo se encuentra en el anexo F.

4

é

CONFIGURACION E
INICIALIZACION DE
VARIABLES

é

LB[\,AR Y EN
QEFERENCM

[ DESACTIVAR PIN DEL LED J

¢HA LLEGADO ALGUN
COMANDO DE RASPBERRY2

PRCCESAR H’“‘ IMIENTO

¢MOVER X2

¢MOVER Z?
UBICAR X EN

SU
REFERENCIA

' UB\C-\R ZEN '
REFEPEM;A

XY Z SON LAS
REFERENCIAS? — g

EN SU
REFERENCIA

%

UBICAR LCS 3
EJES (X,Y.Z)

NO

NO

PROCESAR_MOVIMIENTO
(COMANDO)

PROCESAR MOVIMIENTO
DEZ

—Q®
Figura 5.16: Diagrama de flujo general del software del

microcontrolador

5.4.2.2 Software para la plataforma Raspberry

El diagrama de flujo principal se muestra en la figura 5.17. En este diagrama
se puede apreciar las opciones con la que cuenta el usuario: Inicio del
proceso, almacenamiento del diagndstico y busqueda de resultados
anteriores. En esta figura también se puede ver el proceso
PROCESO_MICROSCOPIO, este se ejecuta de acuerdo al diagrama
mostrado en la figura 5.18, donde se aprecia todo el ciclo de microscopia. El
algoritmo ha sido implementado en Raspberry y en el Anexo | se puede

apreciar el cédigo desarrollado.
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Figura 5.17: Diagrama de flujo del proceso general
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Figura 5.18: Diagrama de flujo del proceso de microscopia
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5.5 Interfaz de usuario.

La interfaz permite al usuario iniciar el proceso de forma rapida y sencilla,
adicionalmente se pueden guardar los diagndsticos. Entonces, terminado el
proceso hay la posibilidad de almacenar el diagnostico, para ello se debera
ingresar previamente el codigo de la muestra, como se muestra en la figura
5.19. El software ha sido implementado con mapeo objeto-relacional (ORM),
la libreria de python utilizada es PonyORM. Se ha empleado una base de
datos local de tipo SQLite. Las busquedas de los registros se pueden
realizar con informacién de cualquiera de los campos (Cdédigo, Diagnostico,
Campos, Bacilos y Fecha). En la figura 5.20 se muestra la evolucién del
proceso. En la figura 5.21 se muestra el resultado de la busqueda de todos
los campos que contengan el valor 13. El programa implementado se se

encuentra en el Anexo |.

1214 13142 13143 13144

TB Diagnostico

| [Iniciar proceso

+

E Historial

() Apagar equipo

10:20 p.m.

Figura 5.19: Interfaz de usuario: Inicio del proceso.



TB Diagndstico

| Iniciar proceso

a Historial

TB Diagnéstico
-

| Iniciar proceso

g Histonal

Figura 5.21: Interfaz de usuario: busqueda de registros.
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5.6 Software de autoenfoque

El microscopio comienza a escanear las muestras en la posicion de inicio,
gue corresponde a la esquina superior izquierda del portaobjetos mas a la
izquierda y a una distancia de 2 mm en la direccion z. La figura 5.22 muestra
un diagrama de la vista superior de la platina.

Back

Home
Left Right

Front

Figura 5.22: Vista superior de la plataforma que contiene hasta 4

muestras.

La placa se mueve hacia arriba mientras que la camara digital esta
conectada al microscopio capturando imagenes. La transformada de Fourier
en cada micro-paso (0.3um) se calcula sobre la marcha, mientras que el

espectro es analizado.

Una imagen enfocada contiene bordes bien definidos los que corresponden
a las frecuencias altas, por lo tanto, se espera un cambio en los espectros a
medida que la imagen sea enfoca. En la figura 5.23 se muestra una
comparacion de los espectros de las imagenes enfocadas y desenfocadas.
Para el disefio del algoritmo se han usado imagenes distorsionadas
mediante filtros blur. Las imagenes correspondientes se muestran en la
Figura 5.24.
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Figura 5.23: Comparacion del espectro para una misma imagen
enfocada (Azul) y no enfocadas (rojo y verde). Se nota el cambio de las

amplitudes en la porcion de alta frecuencia del espectro.

Figura 5.24: Imagenes enfocadas y desenfocadas correspondientes al

espectro mostrado en la figura 5.23.

Al momento de la implementacion se pudo corroborar, que no era suficiente
promediar las componentes de altas frecuencias correspondientes solo a un
plano de la superficie gausseana formada por el espectro espacial. Por lo
gue considerando que el sistema comenzara siempre desde una posicion
desenfocada conocida, se utiliza la primera imagen desenfocada como filtro
pasa altos. Es decir se atentan las componentes de baja frecuencia de la
imagen analizada, restandole a esta en frecuencia la primera imagen
desenfocada. Finalmente, se calcula el promedio de todas las filas y
columnas del espectro espacial. Los resultados tomando como referencia las

imagenes de [Shah M. |., 2017] se presenta en capitulo 6.

El codigo disefiado e implementado en python se encuentra en el anexo D.
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5.7 Implementacién de un algoritmo de deteccién y diagndstico
(conteo) de patrones BAAR.

En este apartado de describe el proceso de conteo de bacilos a partir de una
imagen tomada desde un microscopio. Esta imagen es convertida al espacio
de color CIELAB. Una vez rotado el espacio a-b 110° se realiza una
umbralizacion con el fin de clasificar los pixeles del color de los bacilos. Al
resultado de la umbralizacion se le realiza una esqueletizacion de tal forma
gue se elimina el fondo con sangre u otros microbios que no corresponden a
los bacilos; se uso la libreria scikit-image. Los esqueletos que tengan un
punto de inicio y un punto final unidos por una delgada linea seran los
correspondientes a los bacilos. Adicionalmente, se realiza un filtro para
eliminar las lineas que contengan agujeros y finalmente se realiza un filtro
por tamafos. Este algoritmo ha sido disefiado en MATLAB por los miembros
del equipo (Catafio, M y Helguera, M), es parte de la presente tesis la
implementacion en python de este algoritmo, para lo cual se han realizado
modificaciones en los algoritmos individuales pues varias funciones de
MATLAB no se encuentran listas en Python. Es asi que la cantidad de
operaciones morfoldgicas son las mismas pero implementadas a través de
diferentes algoritmos. A continuacién se describe brevemente los algoritmos

utilizados e implementados en python.

La operacidon de eliminar agujeros se ha realizado a través de la
identificacion de contornos y jerarquia de los objetos en las imagenes
inicialmente etiquetadas. Es decir, se recorre cada contorno y si un contorno
padre tiene algun contorno hijo, quiere decir que posee un agujero. En
consecuencia, este contorno y los hijos se eliminan. La figura 5.25, muestra

esta operacion.
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Figura 5.25: Operacion de eliminacion de agujeros.®
El algoritmo realiza tres veces etiquetados con conectividad 8. El primer
etiquetado se realiza una vez hecha la segmentacion por color. El segundo
etiquetado se realiza una vez que se han eliminado los objetos que no tienen
dos puntos extremos. El tercer etiquetado se realiza cuando se eliminan los

objetos que tienen agujeros. La figura 5.26 a, b y ¢ muestran el resultado

luego de los etiquetados.

Figura 5.26 a) Figura 5.26 b)

Figura 5.26 c)

Figura 5.26: Etiquetado de objetos. a) Posterior al filtro de color, b)

Posterior al filtro de puntos extremos, c) Posterior a la eliminaciéon de

agujeros

16 Fuente: Contours Hierarchy — OpenCV - Python Tutorials 1 documentation.
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La figura 5.27 presenta una imagen de una muestra de esputo obtenida a
través de un microscopio y el resultado después de la aplicacién de las

operaciones morfolégicas.

Figura 5.27: Imagen original e imagen final

A continuacion en la figura 5.28 se muestra el diagrama de flujo del conteo

de bacilos. El cédigo implementado en Python se encuentra en el anexo E

RGB2Lab

v

Umbralizacion

v

Filtro de tamafio y
agujeros

v

Conteo de bacilos

Figura 5.28: Diagrama de flujo de deteccion y conteo de bacilos
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CAPITULO 6: RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados.

6.1.1Resultados del médulo de tincion

Se tifleron 206 muestras con el equipo, de las cuales las primeras 156
muestras se usaron para calibrarlo (mas del 95% de estas muestras eran
negativas). Las ultimas 50 muestras eran todas positivas, 30 ellas se usaron
para calibrar el equipo y realizar mediciones. Las Ultimas 20 (5 secuencias)
dieron como resultado 11 positivas vistas manualmente desde un
microscopio no automatico. En la figura 6.1 se presentan los resultados de la

muestra 13139, donde se puede apreciar la coloracion de los bacilos.

Figura 6.1: Fraccién de un campo de una muestra coloreada por el

modulo de tincién

En las siguientes lineas se analiza y discute las condiciones y factores que

influyeron durante el proceso de tincién automatico.

6.1.1.1 Factores determinantes

6.1.1.1.1 Inclinacién de las muestras
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Las muestras son sujetas por pinzas, dichas pinzas rompen la tension
superficial al calentarse. El calentamiento de las pinzas provoca que la
fucsina fluya y caiga de la muestras. Una inclinacion adecuada permite que
la mayor cantidad de fucsina se concentre lejos de la pinzas durante el
calentamiento. Es asi que, la inclinacion que favorece el recubrimiento con
fucsina durante el calentamiento, es perjudicial para el almacenamiento de
todos los reactivos, ya que estos se empozan en la parte delantera de los
recipientes. Este almacenamiento impide que el actuador pueda bombearlos,
pues la bomba se ubica del lado opuesto, ocasionando que queden reactivos

en los recipientes.

En la figura 6.11 se puede apreciar que las muestras estan recubiertas
adecuadamente y tienen una inclinacion hacia adelante a fin de evitar la

conduccion del calor de las pinzas hacia la muestra.

6.1.1.1.2 Tuberias de dispensado de fucsina:

Las tuberias neumaticas usadas para el dispensando de fucsina se hinchan,
obstruyen e incluso desprenden particulas. La figura 6.2 muestra la tuberia

después de mas de 15 secuencias.

Figura 6.2: Tuberia de dispensado de fucsina

Es importante mencionar que el dispensador (no la tuberia) del canal 1

guedd obstruido después de 40 secuencias.
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A continuacién en la figura 6.3 se puede observar que la coloracion de la
fucsina de la muestra de la izquierda, es diferente a la coloracién normal de
la muestra de la derecha. Esta coloracién evidencia la contaminacion de la

fucsina.

Figura 6.3: Muestra con fucsina proveniente del equipo (izquierda) y
fucsina no contaminada (derecha)

6.1.1.1.3 Temperatura del calentamiento

La temperatura de calentamiento puede ocasionar que las muestra queden
secas y/o de coloracion obscura. Al cambiar la inclinaciéon del equipo, las
lamparas haldgenas se acercan mas a las muestras lo que hizo necesario
reducir la temperatura. En la posicion horizontal la temperatura de
referencia, por recomendacion del tecnologo meédico, se fij6 en 100°C,
mientras que cuando se inclinaba hacia adelante (por desajuste de la
estructura del equipo que acerca las muestras a la campana), la temperatura

adecuada de referencia se fijo en 93°C.

En la figura 6.4 (izquierda) se puede apreciar muestras que tienen un exceso
de temperatura, mientras que en la figura 6.4 (derecha) la temperatura es

adecuada.
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Figura 6.4: I Muestras

|
*‘.‘ |8 exceso de

(S N ‘V’L‘L\ (Izquierda) y
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Muestras } ,y, Pﬁ)’ & it tefidas con

teflidas con
calentamiento 3

calentamiento adecuadov (Derecha)

Con el control de temperatura activo, se muestran la evolucién de las
temperaturas en el sensor de referencia y en cada una de las 4 muestras.
Para la medicion de la temperatura de cada muestra se utilizé las
termocuplas de 4 equipos FLUKE 179 con sensor de temperatura. Se ha
realizado una validacién del control para diversas temperaturas. En las
figuras 6.5 y 6.6 se muestran los resultados para temperatura de referencias
de 60° y 70°. Dada la indisponibilidad de fucsina y a que las pruebas se
realizaron en el laboratorio SIBA de la PUCP, se us6 agua en lugar de
fucsina. El resultado podria variar levemente para el caso de fucsina.

p Set point 60°

Figura 6.5: 7 Respuesta

del sensor de temperatura
LM35y temperaturas
medidas en las muestras
para una referencias
de 60°. L
“': Set point 70°
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Figura 6.6: Respuesta del sensor de temperatura LM35 y temperaturas

medidas en las muestras para una referencias de 70°.

A continuacién se presentan las graficas que muestran la respuesta en el
tiempo de temperatura. La figura 6.7 muestra los valores del sensor de
referencia durante el calentamiento. El resultado del control de temperatura
es para la secuencia de muestras 13063 (93°C) y para la secuencia 16921
(100°C), medidas a condiciones ambientales de 21° y 21.6°
respectivamente, unidas en una sola grafica. Para la referencia de 93°C la
posicién del calentamiento esta dada por el ajuste 4 de la Tabla 6.1,
mientras que para la referencia 100°C esta dada para el ajuste 3. El tiempo
de calentamiento es de setenta y cinco segundos. Para el caso de la
secuencia 13063 hubo un precalentamiento de calibracion del equipo, que
tiene una referencia de 60°, este precalentamiento se da cada vez que se

reinicia el equipo. El precalentamiento se puede observar en la figura 6.8.

Control de Temperatura de la muestras

100
95
90

O g0
5 15 .
o 70 Temperatura referencia 93° -
E 65 secuencia 13063
@ 60
gg Temperatura referencia 100° -
a5 secuencia 16921
40
L == = T T o Ve B T T~ Y o O o B B T R+ o T o A s BT IR S B
B I I T Y o TR Y= I N ' T e T e N T o VA o I o ¥ B € T
e B B I B I B e B O |
Tiempo (s)

Figura 6.7: Temperatura del sensor de referencia durante el

calentamiento
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Control de Temperatura de la muestras
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Figura 6.8: Temperatura del sensor de referencia durante el

precalentamiento

Como se puede apreciar en las figuras 6.7 y 6.8 el tiempo de establecimiento
de temperatura es lento. En consecuencia, dado el corto tiempo de
calentamiento no se puede apreciar con detalle el comportamiento en
régimen estacionario. Entonces, para validar el control ON/OFF, se
realizaron 4 secuencias de pruebas. A continuacion en las figuras 6.9 y 6.10
se muestran 2 de los resultados de estas pruebas del control de
temperatura. Para estas pruebas se utilizaron el Multimetro Fluke 179 con
termocupla para medir la temperatura en el portaobjetos recubierto de
fucsina y el Multimetro Fluke 175 para medir la temperatura del sensor
LM35. Se puede observar que la temperatura de diferencia es de 10 °C y

gue el control se realiza de forma apropiada.
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Control de Temperatura (set point de 93°en la
referencia). Prueba 1
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Figura 6.9: Temperatura del sensor de referencia vs temperatura en la
fucsina (prueba 1).

Control de Temperatura (set point de 93°en la
referencia). Prueba 1
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Figura 6.10: Temperatura del sensor de referencia vs temperatura en la

fucsina (prueba 2).

6.1.1.1.4 Posiciones de las muestras
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Se ha realizado diversos ajustes respecto a la posicion del sensor de fin de
carrera, en las tablas 6.1 y 6.2 se muestran los de mayor relevancia durante
la calibracion.
Cambios de dispensado entre el ajuste 1y 2: El dispensado era excesivo. Se
pudo observar el desperdicio de fucsina por lo que se redujo el barrido del
dispensado de 3cm a 2.6cm. Ademas, se agrega un pequefio
desplazamiento de 1mm a la posicion inicial de dispensado para alejarlo de
las pinzas.
Cambios de posicion de calentamiento entre el ajuste 3 y 4: se ajusta dos

milimetros para que el foco de luz halégeno este alineado con las muestras.

Tabla 6.1: Posiciones del cabezal en milimetros respecto a la ubicaciéon

del sensor de fin de carrera.

N ¥y Posicion
Posicion de | Posicion final de | Posicion inicial Inicial para el
Ajuste | calentamiento | dispensado de | de dispensado . P
; : ingreso de
(mm) fucsina (mm) | de fucsina (mm)
muestras(mm)
1 6 110 140 214
2 6 114 140 214
3 6 113 139 214
4 4 113 139 214

En la tabla 6.2 se presenta la cantidad dispensada en ml de fucsina, para el
ajuste 1 y 4. No se coloca el ajuste 5 debido a que en el calentamiento se
pierde fucsina, ocasionando que las muestras no queden totalmente
recubiertas.

Tabla 6.2: Variacién de ml de fucsina respecto al intervalo de

dispensado.

Intervalo Intervalo
de de Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Total
dispensado |dispensado | 1 (ml) | 2(ml) | 3(ml) | 4 (ml) | (ml)
(pasos) (mm)

Ajuste
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1500 30 3.6 5 3.8 4.6 17
1250 25 3 3.55 3 4.5 14.1
950 19 2.1 2.75 2.25 3.1 10.2

En la figura 6.11 se muestra el recubrimiento de los portaobjetos luego del

calentamiento con el ajuste 4.

Figura 6.11: Recubrimiento de fucsina de las muestras posterior al

calentamiento.

6.1.1.1.5 Oxidacion de los recipientes

Los recipientes de aluminio presentan capas de Oxido tras una semana de
almacenaje de fucsina, a pesar de que parece no afectar la fucsina pues el
oxido no se dispersa en todo el fluido, existe la posibilidad de que tenga
algun efecto perjudicial al ser una oxidacién generalizada. Sin el cambio del
recipiente (se realiz6 una limpieza) se pudieron obtener resultados buenos
en la coloracién. En la figura 6.2 se muestra el recipiente oxidado, también
se pudo apreciar oxidaciéon en el recipiente de alcohol. En la figura 6.10 se

puede apreciar oxidacion del recipiente del alcohol acido.



85

Figura 6.12: Oxidacion del recipiente de fucsina
6.1.2Resultados del modulo de microscopia

6.1.2.1 Plataforma movil

El médulo de microscopio realiza bien el desplazamiento del porta muestras;
los desplazamientos de los ejes X e Y permiten el desplazamiento necesario
de 2mm para trasladarse entre cada campo de la muestra, mientras que el
desplazamiento del eje Z que permite ajustar el enfoque tiene un

desplazamiento minimo de 1/16 de un paso equivalente a 0.0003125mm.

Debido a que para implementar el microscopio del médulo, se adquirié uno
comercial y se cortd la parte correspondiente a la Optica, esto redujo la
robustez de este modulo y, por lo tanto, las imagenes observadas requieren

un algoritmo de mayor complejidad para evitar esta pequefia vibracion.

6.1.2.2 Software de autoenfoque

A continuacion en las Figuras 6.13 y 6.14 se muestran los resultados de
aplicar el algoritmo descrito en el Capitulo 4 para el grupo de datos 1y 3 de
la base de datos de (Shah M. I, 2017). En esta base de datos cada grupo
de imagenes corresponde solo a un campo, se define que la imagen mejor

enfocada es la décima.
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Figura 6.13: Resultados de enfoque normalizado para el primer grupo
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de iméagenes.



87

Segun se puede apreciar, los resultados pueden llegar a un enfoque
promedio de toda la imagen. Sin embargo, dadas las caracteristicas de las
imagenes de microscopio, especificamente el contacto entre la lente y la
gota de aceite, provoca que la profundidad de campo sea no uniforme .Es
decir, pueden haber objetos que no estan enfocados en una imagen, pero Si
en otra imagen. Esta caracteristica se puede apreciar en la figura 6.15.

»
ﬂ‘ \

¥
Ty

Figura 6.15 a) Figura 6.15 b)

Figura 6.15: a) Imagen 10 de la primera secuencia de imagenes, Figura

6.15 b) Imagen 11 de la primera secuencia de imagenes.

6.1.2.3 Software de conteo de bacilos

El software de conteo de bacilos ha sido probado con 3 grupos de muestras
positivas tomadas por tecnélogos del Hospital Dos De Mayo, cada grupo
contiene 10 sub-grupos de muestras y cada sub-grupo cuenta con 30
imagenes. Se han etiquetado estos 3 juegos de muestras como positivo 1,
positivo 2 y positivo 3, donde el tercer grupo corresponde a las muestras que

poseen mayor carga bacteriana.

Para el caso de positivo 1 el minimo valor de bacilos contados es 8 y el
maximo 126. En este caso el valor de conteo de 126 corresponde a una
muestra que posee una mala tincién, obteniéndose una imagen con

bastantes fragmentos del color de los bacilos. En la figura 6.16 se puede



88

apreciar un campo en donde se detectd 26 bacilos. Sin embargo, hay solo

dos bacilos.

En el caso positivo 2 se tiene un conteo minimo de 6 bacilos y un maximo de
71 bacilos por muestra. Finalmente, en el caso de positivo 3 se tienen un

minimo de 24 y un maximo de 219 bacilos por muestra.
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CONCLUSIONES

° Conclusiones del moédulo de tincidn:

Se tiene un equipo que puede tefiir 4 muestras en simultaneo de forma
automatica. Respecto al dispensado de reactivos se concluye que se puede
controlar el dispensado de los reactivos variando el tiempo de activacion de
las bombas y el pequefio desplazamiento de la muestra (barrido). Sin
embargo, se ha medido que la cantidad dispensada no es uniforme en todos
los dispensadores. En cuanto al control de temperatura, se comprueba que
se puede controlar la temperatura en la muestra a partir de un sensor de

temperatura de referencia.

La mecéanica es muy importante por lo que una sujecion de las muestras sin
angulo de inclinacion es crucial para el buen funcionamiento del prototipo.
Finalmente, es también importante el material de las estructuras, se ha
comprobado que los recipientes metalicos y tuberias neumaticas no son
apropiados, ya que se oxidan e hinchan respectivamente. Es también
importante la distribucién del calor en las muestras, por lo que las pinzas
metalicas no son apropiadas ya que estas absorben calor y recalientan parte

de la muestra.

. Conclusiones del modulo de microscopia:

El equipo realiza los desplazamientos deseados en todos sus ejes, teniendo
una mayor sensibilidad en el desplazamiento del eje Z, y por lo tanto
funciona correctamente; pero este médulo debe mejorarse. Principalmente
se necesita mejorar 2 partes del sistema. En primer lugar el equipo no debe
tener vibraciones en las muestras causadas por el accionamiento de los
motores o incluso por pequefios golpes en la base que soporta el modulo.
Se debe utilizar el microscopio con su base y plataforma de desplazamiento
original. Finalmente, es necesario cambiar el mecanismo de acoplamiento de
la cAmara con el microscopio, pues el acople necesita un continuo ajuste y

fijacion al ocular del microscopio.
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Se implement6é una Interfaz de usuario capaz de almacenar los resultados
del analisis de microscopia. Ademas, es posible realizar la busqueda de los
resultados utilizando cualquiera de los campo de busqueda.

Se implementd un algoritmo de segmentacién y conteo de bacilos. Se
concluye que se puede usar este algoritmo como un complemento para
algoritmos de mayor complejidad, pues la discriminacién por color abarca
segmentos de la imagen que no son bacilos, pero que tienen una forma muy
similar. En conclusién, el algoritmo no es eficiente, actualmente el grupo de

investigacion esta trabajando con otras alternativas.

Se disefo e implementd un algoritmo de auto-enfoque capaz de encontrar el
mejor enfoque promedio para toda una secuencia de imagenes de

microscopia.
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RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Para trabajos futuros se plantea evaluar el uso de un sensor de temperatura
gue no requiera contacto. Para ello, se tendra que evaluar la posibilidad del
cambio de la fuente de calor. Ademas de considerar sensores adicionales de
temperatura y humedad tanto del ambiente como del equipo. Esta
informacion podria ser almacenada en una base de datos local o remota de

forma automatica.

Considerando el sensor de referencia LM35, a fin de poder uniformizar las
temperaturas iniciales de cada secuencia se propone evaluar la posibilidad
de incluir un precalentamiento de las muestras después de ingresadas las

muestras pero antes del dispensado de fucsina.

Finalmente es posible realizar estudios mas detallados, es decir realizar un
estudio por tipo de muestra, esto permitiria determinar la eficacia del equipo
para determinadas muestras: Orina, heces, cefalorraquideos, pleurales, etc.
Para este objetivo, se debera contar con una base de datos con imagenes

agrupadas segun el tipo de muestras.

El algoritmo de deteccidn y conteo de bacilos elaborado en la presente tesis
podria usarse en combinacién con un algoritmo de Deep Learning a fin de

obtener mejores resultados.

Para el caso del algoritmo de autoenfoque, se podria obtener un nivel de
enfoque para determinados segmentos de la imagen. Es decir, podria
obtenerse informacion del enfoque de bacilos pertenecientes a diferentes

areas y diferentes imagenes.
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ANEXOS

A. Diagrama de circuito impreso (Médulo de tincién)

STEPFPER

Figura 0.1: Diagrama esquematico.

B. Programa de procesamiento de imagines para la obtencién de

valores de temperatura

2.

from imutils.perspective import four point transform
from imutils import contours

import imutils

import cv2

import xlsxwriter

from scipy.misc import toimage

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

# define the dictionary of
m
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# each digit on the thermos

DIGITS LOOKUP = {
(x, 1, 1, 0, 1, 1, 1): O,
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(0, 0, 1, 0, 0, 1, 0): 1, # , 0, 1, 0, 0, 1, 0)
(1, 0, 1, 1, 1, 0, 1): 2, # (1, 0, 1, 1, 1, 1, 0): 2,
(x, 0, 1, 1, 0, 1, 1): 3,
(0, 1, 1, 1, 0, 1, 0): 4,
(1, 1, 0, 1, 0, 1, 1): 5,
(x, 1, o0, 1, 1, 1, 1): e,
(¢, 0, 1, 0, 0, 1, 0): 7,
(x, 1, 1, 1, 1, 1, 1): 8,
(t, 1, 1, 1, 0, 1, 1): 9
}
workbook =

x1lsxwriter.Workbook (r'C:\Users\User\Desktop\Electronica\Joaquin\Tesi
s\Pruebas29052019\Visualizacion Validacion
Hospital\PruebaTemperaturaValidacion2.xlsx"')

worksheet = workbook.add worksheet ()

row = 0

col =0

for a in range (0,236) :#633

try:
# load the example image
#string nombre = "scene00001"
#nombre int = int(string nombre.split ("scene") [1])
#string_new = "scene" + str(nombre int + 24).zfill(5) +
".jpg"
string new = "framefinal" + str(a) + ".jpg"
string old =

"C:\\Users\\User\\Desktop\\Electronica\\Joaquin\\Tesis\\Pruebas29052
019\\Visualizacion Validacion Hospital\\"

image = cv2.imread(string old+string new) #
r"C:\Users\User\Downloads\recognize-digits\recognize-
digits\framel002.jpg")#Ejemplo25

# pre-process the image by resizing it, converting it to
# graycale, blurring it, and computing an edge map
y1=273

y2=344

x1=519

x2=684

image = imutils.resize(image, height=500)

image = image[yl:y2, x1l:x2]

cv2.imshow ("I", image)

#cv2.waitKey (0)

gray = cv2.cvtColor (image, cv2.COLOR BGR2GRAY)
blurred = cv2.GaussianBlur (gray, (5, 5), 0) # 5 5

blurred = cv2.bitwise not(gray)
kernel = cv2.getStructuringElement (cv2.MORPH ELLIPSE, (2,

blurred= cv2.dilate (blurred, kernel, iterations=1)
kernel = cv2.getStructuringElement (cv2.MORPH ELLIPSE, (1,

blurred = cv2.erode (blurred, kernel, iterations=1)
gray = cv2.bitwise not (blurred)

cv2.imshow ("gray", gray)
#cv2.waitKey (0)
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edged = cv2.Canny(blurred, 50, 100, 255)

cv2.imshow ("Edged", edged)
#cv2.waitKey (0) #test final

# find contours in the edge map, then sort them by their

# size in descending order

cnts = cv2.findContours (edged.copy (), cv2.RETR EXTERNAL,
cv2.CHAIN_APPROX_SIMPLE)

cnts = cnts[0] if imutils.is cv2() else cnts[1]

cnts = sorted(cnts, key=cv2.contourArea, reverse=True)

print (cnts)

displayCnt = None

# loop over the contours
for c in cnts:
# approximate the contour
peri = cv2.arclLength(c, True)
approx = cv2.approxPolyDP(c, 0.02 * peri, True)

# 1f the contour has four vertices, then we have found
# the thermostat display

if len (approx) == 4:
displayCnt = approx
break

print (displayCnt)

#####Evitar canny

displayCnt = np.array([ (0, 0), (x2-x1-1, 0), (0, y2-yl1-1),
(x2-x1-1, y2-yl-1)]1, dtype="float32") # (1049, 446)
#HAFHHFH

print (displayCnt)

# extract the thermostat display, apply a perspective
transform

# to it

warped = four point transform(gray, displayCnt.reshape (4,
2))

output = four point transform(image, displayCnt.reshape (4,
2))

cv2.imshow ("Waldo", warped)
#cv2.waitKey (0) # test final

# threshold the warped image, then apply a series of
morphological
# operations to cleanup the thresholded image
thresh = cv2.threshold(warped, 0, 255, # 255
9)[1]

print (cv2.THRESH BINARY INV | cv2.THRESH OTSU)

#####Usando threshold adaptativo
# plt.hist (warped.ravel () ,256,[0,256]); plt.show()

# thresh = cv2.threshold (warped, 0, 255, cv2.THRESH OTSU) [1]
# thresh = cv2.threshold (warped, 0, 255,#255
# cv2.THRESH;BINARZﬁINV | CV2.THRESH;OTSU)[1]
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VR

kernel = cv2.getStructuringElement (cv2.MORPH ELLIPSE, (1,

# (1,5)

cv2.imshow ("Thresh", thresh)
#cv2.waitKey (0) #test final

#thresh = cv2Z.morphologyEx (thresh, cv2.MORPH OPEN, kernel)

#problemas con el kernel

# find contours in the thresholded image, then initialize

the
# digit contours lists
cnts = cv2.findContours (thresh.copy(), cv2.RETR EXTERNAL,
cv2.CHAIN APPROX SIMPLE)
cnts = cnts[0] if imutils.is cv2() else cnts[1]
print ("holaMundo")
print (cnts)
digitCnts = []
cv2.imshow ("Thresh", thresh)
#cv2.waitKey (0) #test final
# loop over the digit area candidates
for c in cnts:
# compute the bounding box of the contour
(x, y, w, h) = cv2.boundingRect (c)
print(x, y, w, h)
# 1f the contour is sufficiently large, it must be a
digit
if w >= 3 and (h >= 15 and h <= 60): #
digitCnts.append(c)
# sort the contours from left-to-right, then initialize the
# actual digits themselves
print (digitCnts)
digitCnts = contours.sort contours(digitCnts,
method="left-to-
right") [0]

digits = []

# loop over each of the digits
for ¢ in digitCnts:
# extract the digit ROT

(x, y, w, h) = cv2.boundingRect (c)
if w<=10:

w=15

#x=x-10

roi = threshly:y + h, x:x + w]

# compute the width and height of each of the 7 segments
# we are going to examine

(roiH, roiW) = roi.shape

(dw, dH) = (int(roiw * 0.25), int(roiH * 0.15))

dHC = int(roiH * 0.05)

# define the set of 7 segments
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segments = [
((0, 0), (w, dH)), # top
((0, 0), (dw, h // 2)), # top-left
((w - dw, 0), (w, h // 2)), # top-right
((0, ((th // 2) - dHC), (w, (h // 2) + dHC)),# center
((0, h// 2), (dw, h)), # bottom-left
((w - dw, h // 2), (w, h)), # bottom-right
(0, h - dH), (w, h)) # bottom

on = [0] * len(segments)

# loop over the segments
for (i, ((xA, yA), (xB, yB))) in enumerate (segments) :
# extract the segment ROI, count the total number of
# thresholded pixels in the segment, and compute
# the area of the segment
segROI = roi[yA:yB, xA:xB]
total = cv2.countNonZero (segROI)
area = (xB - xA) * (yB - yA)

# 1f the total number of non-zero pixels 1is greater
than
# 43% of the area, mark the segment as "on"
if total / float(area) > 0.43: # 0.5
on[i] =1

print (on)
cv2.rectangle (output, (x, y), (x + w, y + h), (0, 255,

cv2.imshow ("Output", output)

#cv2.waitKey (0) #test final

# lookup the digit and draw it on the image

digit = DIGITS_ LOOKUP[tuple (on) ]

print ("hola™")

print (digit)

digits.append(digit)

cv2.rectangle (output, (x, y), (x + w, y + h), (0, 255,

cv2.putText (output, str(digit), (x - 4, vy),
cv2.FONT HERSHEY SIMPLEX, 0.45, (0, 255, 0),

# display the digits
print (a)
print (digits)
print (u"{}{}{}.{} \uOObOC".format (*digits))
worksheet.write(row + a, col, u"{}{}{}.{}".format (*digits))
cv2.imshow ("Input", image)
cv2.imshow ("Output", output)
#cv2.waitKey (0) #test final
except:
worksheet.write (row+a, col, "0")
pass

workbook.close ()
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C. Programa para Arduino(Modulo de Tincidn)
/latmega328p-pu
/[Pines E/S Mini-bombas
#define fucsina 7 //7
#define agua 8
#define azul_metileno 9 //9
#define alcohol_acido 10 //10
int tbombeo = 50;
//Pines Control de Temperatura
#define cruce_por_cero 2
#define disparo 1 //3

#define LM35 AO

/Ipulsador
#define p_arranque 3 //12

/[#define p_parada 9

/Imotor a pasos
#define pasos 4
#define direccion 5
#define fin_carrera 6
#define msl1 Al
#define ms2 A2

#define ms3 A3

const int ledPin = 0;// the number of the LED pin



101

/I Generally, you should use "unsigned long" for variables that hold

time
/I The value will quickly become too large for an int to store

unsigned long previousMillis = 0O; I/ will store last time LED
was updated

/I constants won't change:

const long intervall = 1*1000; /[ interval at which to blink

(milliseconds)
const long interval2 = 2*1000;

i e

[ltemperatura

float temperatura_deseada = 70.0;//50
int angulo_maximo = 6500;

int angulo_minimo = 1000;

int error_minimo = 1;//0;

int error_maximo = 5;

int flag=0;

float tiempo_exposicion=0;

float m = (angulo_maximo - angulo_minimo) / (error_minimo -

error_maximo);
float b = angulo_minimo - m * error_maximo;

float esc, temperatura_actual, error_temperatura,
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int medicion;
int angulo_disparo = 1000;

int giro;

int primera=1,;

//posiciones

int posicion_insercion = 10700; //9900 + 800

/linsercion 13000 a 13500;

/ldispensado 7800 a 11500;

int posicion_fucsina = 3900;

int posicion_calentamiento = 2300; //450;

/lcalentamiento 1400 a 4200;

/12300 + 2400/2

int posicion_reactivo = 800; //450; a la zona de reactivo

//3500+800= 4300

int posicion_enjuaguel = 4300; //para desplazarse a la zona de

dispensacion

int posicion_enjuague2 = 2000;

int posicion_microscopio =9000; /9000



int t = 500;

int SP_posicion, PV_posicion, error_posicion, num_pasos,dir;

int reactivo = 11;
char dato = '0";

long tiempo_anterior;

void setup() {

pinMode(disparo, OUTPUT);

digitalWrite(disparo, LOW);//Prueba 15/01/2018

/I Serial.begin(9600);
/I pinMode(girol, OUTPUT);

/I pinMode(giro2, OUTPUT);

pinMode(ledPin, OUTPUT);

digitalWrite(ledPin, HIGH);

pinMode(fucsina, OUTPUT);
pinMode(agua, OUTPUT);
pinMode(azul_metileno, OUTPUT);

pinMode(alcohol_acido, OUTPUT);

pinMode(pasos, OUTPUT);

digitalWrite(pasos, LOW);//Prueba 15/01/2018
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pinMode(direccion, OUTPUT);

pinMode(ms1, OUTPUT);
pinMode(ms2, OUTPUT);
pinMode(ms3, OUTPUT);

//18vo paso

digitalWrite(ms1, HIGH);//HIGH
digitalWrite(ms2, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms3, LOW);

pinMode(p_arranque, INPUT);

digitalWrite(p_arranque, HIGH);

pinMode(fin_carrera, INPUT);

digitalWrite(fin_carrera, HIGH);

pinMode(cruce_por_cero, INPUT);

digitalWrite(cruce_por_cero, HIGH);

/lanalogReference(EXTERNAL);

PV_posicion = 0.00;

void insercion_de_muestras(){
/ISP_posicion = posicion_insercion;
num_pasos = SP_posicion;

digitalWrite(direccion, dir);



for(inti = 0; i <= num_pasos; i++){
digitalWrite(pasos, HIGH);
delayMicroseconds(t);
digitalWrite(pasos, LOW);

delayMicroseconds(t);

void referencia(){
digitalWrite(direccion, LOW);,
while(digitalRead(fin_carrera) == LOW){
digitalWrite(pasos, HIGH);
delayMicroseconds(t);
digitalWrite(pasos, LOW);

delayMicroseconds(t);

void secado() {
tiempo_anterior = millis();
while(millis() - tiempo_anterior <= tiempo_exposicion){//60000
medicion = analogRead(LM35);
temperatura_actual = 5.0*medicion*100.0/1023;//1024.0;
[ltemperatura_actual = esc/10.0;
/I Serial.print("Temperatura: ");

/I Serial.printin(temperatura_actual);
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/I delay(250);

error_temperatura = temperatura_deseada -

temperatura_actual;
//control on/off

/I angulo_disparo = 4000;

if (primera==1){

if (temperatura_deseada < temperatura_actual){
flag=0;

}

else {
flag=1;
}

}

else{

/[control proporcional

if (error_temperatura >= error_maximo){
angulo_disparo = angulo_minimo;
flag=1;

}

else if (error_temperatura < error_maximo &&

error_temperatura > error_minimo) {
angulo_disparo = m * error_temperatura + b;

flag=0;
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else{
angulo_disparo = angulo_maximo;

flag=0;

}
}

detachinterrupt(0);
}

void dispensado_de_reactivo(){
/Idelay(400);
digitalWrite(reactivo, HIGH);
/ldelay(100);//1500
/ISP_posicion = 2000;
digitalWrite(direccion, dir);;//digitalWrite(direccion, LOW);
desplazar_a_posicion();
/ldelay(300);//1500

digitalWrite(reactivo, LOW);

void dispensado_de_reactivo2(){//l/[I|AGUA
delay(500);
digitalWrite(reactivo, HIGH);
delay(3000);///500

SP_posicion = 2000;



digitalWrite(direccion, LOW);
desplazar_a_posicion();
digitalWrite(reactivo, LOW);

}

/Ivoid dispensado_fucsina(){
/I reactivo = fucsina;
/I dispensado_de_reactivo();

I

void enjuague()
delay(1000);

digitalWrite(reactivo, HIGH);

delay(25000);//8000);//antes estaba 2500

digitalWrite(reactivo, LOW);

delay(500);//agregado

/Ivoid dispensado_alcohol()}{

/I reactivo = alcohol_acido;

/I dispensado_de_reactivo();

I}

I

/Ivoid dispensado_azul_metileno(){
/I reactivo = azul_metileno;

/I dispensado_de_reactivo();
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I

void desplazar_a_posicion(){

digitalWrite(direccion, dir);

num_pasos = SP_posicion;

for(inti = 0; i <= num_pasos; i++){
digitalWrite(pasos, HIGH);
delayMicroseconds(t);
digitalWrite(pasos, LOW);
delayMicroseconds(t);

}
/I delay(1000);

}

void microscopio()f{

SP_posicion = posicion_microscopio;

num_pasos = SP_posicion;

digitalWrite(direccion, HIGH);

for(inti = 0; i <= num_pasos; i++){
digitalWrite(pasos, HIGH);
delayMicroseconds(t);
digitalWrite(pasos, LOW);
delayMicroseconds(t);

}

/I Serial.printin("Analisis microscopico");

}
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void loop() {
/I attachinterrupt(0, Shotter, FALLING);
/Il secado();
/I while(1){}
referencia();

delay(1000);

if(primera==1){
temperatura_deseada = 60.0;
attachinterrupt(0, Shotter, FALLING);
tiempo_exposicion=15000;
secado();
delay(1000);

primera=0;

SP_posicion = posicion_insercion;//10700
dir=1;

insercion_de_muestras();

Serial.printin("Presione pulsador de arranque luego de insertar

las muestras");
while(digitalRead(p_arranque)==HIGH){
unsigned long currentMillis = millis();

if (currentMillis - previousMillis < interval2) {
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if(currentMillis - previousMillis >= intervall) {
digitalWrite(ledPin, LOW);
/if(cont==0){

/Nmprimir en LCD o otra cosa que demore menos del
tiempo del pin en baja

/lcont=1,
I
}
telse{
digitalWrite(ledPin, HIGH);
previousMillis = currentMillis;
/lcont=0;
}

}
digitalWrite(ledPin, HIGH);

delay(1000);

SP_posicion = 3700+50;//4100
dir=0; //digitalWrite(direccion, LOW);

desplazar_a_posicion();

reactivo = fucsina;
SP_posicion = 1300;//2000;
dir=0;
dispensado_de_reactivo();

delay(3000);//2000



SP_posicion = 4700-50+700+100;//3400;//4200//4700+500
dir=0;

desplazar_a_posicion();

temperatura_deseada=93;//105
tiempo_exposicion=75000;//120000

attachinterrupt(0, Shotter, FALLING);

secado();

referencia();

delay(1000);

SP_posicion = posicion_insercion;//10700
dir=1;

insercion_de_muestras();

delay(300000);

SP_posicion = 3700+4700+1100+900;//3700+4700+2000
dir=0; //digitalWrite(direccion, LOW);

desplazar_a_posicion();

SP_posicion = 2400;//1800
dir=1;//digitalWrite(direccion, HIGH);
desplazar_a_posicion();

reactivo = agua;

enjuague();

delay(3000);

112



113

digitalWrite(ms1, LOW);//LOW 1 PASO
digitalWrite(ms2, LOW);

digitalWrite(ms3, LOW);

SP_posicion = 400;//200

for(int i=0; i<3; i++) {
dir=1;
desplazar_a_posicion();
delay(75);
dir=0;
desplazar_a_posicion();
delay(75);

}

digitalWrite(ms1, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms2, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms3, LOW);

delay(2000);

/IISETEO AGUA1
referencia();
SP_posicion = 2400+400;
dir=1;//digitalWrite(direccion, HIGH);
desplazar_a_posicion();

it
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SP_posicion =3350; //2550;//2950
dir=1;//digitalWrite(direccion, HIGH);

desplazar_a_posicion();

reactivo = alcohol_acido;
SP_posicion =950;//2000;
dir=0;
dispensado_de_reactivo();

delay(120000);//00);

SP_posicion = 1350+1050;//950;
dir=0;//;digitalWrite(direccion, LOW);
desplazar_a_posicion();

reactivo = agua;

enjuague();

delay(3000);

digitalWrite(ms1, LOW);//LOW
digitalWrite(ms2, LOW);//
digitalWrite(ms3, LOW);
SP_posicion = 400;//200
for(int i=0; i<3; i++) {
dir=1;
desplazar_a_posicion();

delay(75);
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dir=0;//digitalWrite(direccion, LOW);

desplazar_a_posicion();
delay(75);
}
digitalWrite(ms1, HIGH);
digitalWrite(ms2, HIGH);
digitalWrite(ms3, LOW);

delay(2000);

IIISETEO AGUA2
referencia();
SP_posicion = 2400+400;
dir=1;//digitalWrite(direccion, HIGH);
desplazar_a_posicion();

it

SP_posicion = 2200;//1900;ajustado para prueba20/07/2017
dir=1;

desplazar_a_posicion();

SP_posicion = 950;//2000;
dir=0;

reactivo =azul_metileno;
dispensado_de_reactivo();

delay(60000);//180000);
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/I SP_posicion = 0;//100;//1900;ajustado para prueba20/07/2017

/I digitalWrite(direccion, HIGH);

SP_posicion = 200+1050;//ajustado para prueba 11/08/2017

dir=0;
desplazar_a_posicion();
reactivo = agua;
enjuague();

delay(3000);

digitalWrite(ms1, LOW);//LOW

digitalWrite(ms2, LOW);

digitalWrite(ms3, LOW);

SP_posicion = 400;//200

for(int i=0; i<3; i++) {
dir=1;
desplazar_a_posicion();
delay(75);
dir=0;
desplazar_a_posicion();
delay(75);

}

digitalWrite(ms1, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms2, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms3, LOW);

delay(2000);
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/Isecado

referencia();

SP_posicion = 300;//4100
dir=1; //digitalWrite(direccion, LOW);

desplazar_a_posicion();

temperatura_deseada = 70.0;
attachinterrupt(0, Shotter, FALLING);
tiempo_exposicion=60000;

secado();

digitalWrite(ms1, LOW);//LOW
digitalWrite(ms2, LOW);
digitalWrite(ms3, LOW);
SP_posicion = 400;//200
for(int i=0; i<3; i++) {
dir=1;
desplazar_a_posicion();
delay(75);
dir=0;
desplazar_a_posicion();
delay(75);

}
digitalWrite(ms1, HIGH);//HIGH
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digitalWrite(ms2, HIGH);//HIGH

digitalWrite(ms3, LOW);

delay(2000);

referencia();

SP_posicion = 300;//4100
dir=1; //digitalWrite(direccion, LOW);

desplazar_a_posicion();

temperatura_deseada = 70.0;
attachinterrupt(0, Shotter, FALLING);
tiempo_exposicion=60000;

secado();

/IISETEO AGUAS
/Ireferencia();
/ISECAR
/ISP_posicion = 600;
/[digitalWrite(direccion, HIGH);
/ldesplazar_a_posicion();

/[attachInterrupt(0, Shotter, FALLING);//cuando deshabilitas la

interrupcion???
/Isecado();
/ldelay(500);

IISECAR



119

/I microscopio();//Comentado Prueba 15/01/2018

/I while(digitalRead(p_arranque)==HIGH){} /Comentado Prueba
15/01/2018

/I delay(3000);

/I insercion_de_muestras();

}

/linterrupcion de cruce por cero

void Shotter() {
/ldelayMicroseconds(angulo_disparo);
if(flag==1){
delayMicroseconds(1000);
digitalWrite(disparo, HIGH);
delayMicroseconds(10);
digitalWrite(disparo, LOW));
telse{

}

D. Programa de autoenfoque disefiado en Matlab.

import numpy as np
import cv2
from matplotlib import pyplot as plt

img = cv2.imread(r'C:\Users\User\Desktop\Autofocus Microscope-
1 setl\100.3jpg"')
img2 = cv2.imread(r'C:\Users\User\Desktop\Autofocus Microscope-



1 setl\0l.jpg')

gray = cv2.cvtColor(img, cv2.COLOR BGR2GRAY)
gray2 = cv2.cvtColor (img2, cv2.COLOR BGR2GRAY)

#filterHP=gray-gray?2

rows, cols = gray.shape
fil,col=int (rows/2),int (cols/2)
print (col)

#H###A#AH#AS

##Difuminado

# blur = cv2.GaussianBlur (img, (35,35),100)
#https://www.aprenderpython.net/suavizando-imagenes-con-opencv/
#

# £ = np.fft.fft2 (blur)

# imT2= 20*np.log (np.abs (np.fft.fftshift(f)))

# Iimf2 =imT2

# Imf4d=imf2[fi1][0:499]

#H#### AR
#plt.subplot (121) ,plt.imshow (imf2, cmap = 'gray')
#plt.title('Input Image'), plt.xticks([]), plt.yticks([])

while (True) :

#
#
# cvZ.namedWindow ("Original", cvZ.WINDOW NORMAL) ;

# cv2.resizeWindow('jpg', rows, cols)

# cv2.imshow ('Original',img)

# cv2.namedWindow ("Difuminado", cv2.WINDOW NORMAL) ;
# cv2.imshow ('Difuminado',blur)

# if cv2.waitRey (1) & OxFF == ord('q'):

# break

#HAAHAHH AR A A A AR A AR HAHHAHAS

Espectro de magnitud para una fila con python

f = np.fft.fft2 (gray)

imT2= np.fft.fftshift(f)

imf2 =20*np.log (np.abs (imT2))

Imf3=imf2[fi1][0:499]

Espectro de magnitud con python

S W R W H

dft = cv2.dft (np.float32(gray),flags = cv2.DFT COMPLEX OUTPUT)
dft shift = np.fft.fftshift (dft)

magnitude spectrum =
20*np.log(cv2.magnitude (dft _shift[:,:,0],dft shift[:,:,1]))

f = np.fft.fft2 (gray)
imT2= 20*np.log(np.abs(np.fft.fftshift(f)))

#plt.subplot (121) ,plt.imshow (imf2, cmap = 'gray')
#plt.title('Input Image'), plt.xticks([]), plt.yticks([])
f HP = np.fft.fft2(gray2)

imT2 HP= 20*np.log(np.abs (np.fft.fftshift(f HP)))

resta=imT2-imT2 HP
#plt.plot (resta)
#plt.show ()

row=np.mean (resta, axis=1)
print ('row')
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print (np.mean (row))

#HAFHAFHAHAFHA AR AR FAAHS

E. Programa de deteccion y conteo implementado en Python.

# Implemetacion en python del programa disefiado en MATLAB por Miguel
Catario y Maria Helguera: Prog final

# Implementacion Joaquin GV.

# Realizar validacidn y comparacion

import numpy as np

import cv2

from skimage.morphology import skeletonize as skl
from imutils.contours import sort contours

from bwmorph thin import bwmorph thin

import math

import imutils

import xlsxwriter

import xlrd

def skeletonize (img) :
" OpenCV function to return a skeletonized version of img, a
Mat object"""

# hat tip to http://felix.abecassis.me/2011/09/opencv-
morphological-skeleton/

img = img.copy() # don't clobber original
skel = img.copy ()

skel[:,:] = 0
kernel = cv2.getStructuringElement (cv2.MORPH CROSS, (3,3))

while True:
eroded = cv2Z.morphologyEx (img, cv2.MORPH ERODE, kernel)
temp = cv2.morphologyEx (eroded, cv2.MORPH DILATE, kernel)

temp = cv2.subtract(img, temp)

skel = cv2.bitwise or (skel, temp)

img[:,:] = eroded[:, :]

if cv2.countNonZero (img) ==
break

return skel

def skeleton endpoints(skel):
# Function source: https://stackoverflow.com/questions/26537313/
# how-can-i-find-endpoints-of-binary-skeleton-image-in-opencv
# make out input nice, possibly necessary
skel = skel.copy()
skel[skel !'= 0] = 1
skel = np.uint8 (skel)

# apply the convolution

kernel = np.uint8([[1, 1, 17,

src_depth = -1

filtered = cv2.filter2D(skel, src_depth, kernel)

# now look through to find the value of 11
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# this returns a mask of the endpoints, but if you just want the
# coordinates, you could simply return np.where (filtered==11)
out = np.zeros_like (skel)

out [np.where (filtered == 11)] =1

rows, cols = np.where(filtered == 11)

coords = list(zip(cols, rows))

return coords

in wb = xlrd.open workbook (r'C:\Users\User\Downloads\30tomas-
20180903T1858362-001\30tomas\muestras_f.xlsx')
in sheet = in wb.sheet by name ("muestra02")

out wb = xlsxwriter.Workbook (r'C:\Users\User\Downloads\30tomas-
20180903T1858362-001\30tomas\muestras_f test.xlsx')

for col in range(0,3):
wsl = out wb.add worksheet ("pos"+str (col))
print ("pos'"+str(col))
for fil in range(0,10):#10
print ("fila"+str (£fil))
for a in range(1,31) :#31
try:
shl=int (in_sheet.cell (2+fil, 1+col) .value)
string old = "C:\\Users\\User\\Downloads\\30tomas-
20180903T185836Z-001\\30tomas\\"
string new = "pos"+str (col+l)+"\\"+str (shl) + "\\"+
str(shl)+"-" + str(a) + ".jpg"
string cambio=string old+string new
##print (string cambio)
frame = cv2.imread(string cambio)
#frame = imutils.resize (frame, height=480) #Agregado
para cambiar el tamafio de la imagen
frame prima = imutils.resize(frame, height=480)
##cv2.imshow('L', frame prima)

im2 = cv2.cvtColor (frame, cv2.COLOR BGR2LAB)
imax = im2[:, :, 11 # a

ima = (im2[:, :, 11 / 255) * 220 - 110 # a
# imay = im2[:, :, 2] # a

imb = (im2([:, :, 2] / 255) * 220 - 110 # b
iml = im2[:, :, 0] # L

im2 = cv2.cvtColor (frame, cv2.COLOR BGR2LAB)
imax = im2[:, :, 11 # a

ima = (im2[:, :, 11 / 255) * 220 - 110 # a
# imay = im2[:, :, 2] # a

imb = (im2([:, :, 2] / 255) * 220 - 110 # b
iml = im2[:, :, 0] # L

an = np.deg2rad(110) # Se rota an grados el plano a

ima2 = ima * np.cos(an) - imb * np.sin(an)

# ima2 = ((ima * np.cos(an) - imb *
np.sin(an))/220)*255 +110

# ima3 = imal.astype (np.uint8)

imb2 = imb * np.cos(an) + ima * np.sin(an)

# imb2 = ((imb * np.cos(an) + ima * np.sin(an)) /
220) * 255 + 110

# imb3 = imb2.astype (np.uint8)

imb2p = imb2 >= 0 # No se toma en cuenta los b



resultantes luego del giro

~imbZp;

desl = 20 # Desviaciodn Std de sigmoide
des2 = 20 # Desviacion Std de la gaussiana
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kl = np.exp(-ima2 ** 2 / des2 ** 2) * (1 - np.exp(-
imb2 ** 2 / desl ** 2))

# k2 = exp(-imb2. ~ 2 / desl ~ 2) - 1;

k1l = k1 * imb2p # Resalta los bacilos ¢ k2 =
# k1 = k1*255
# k1 = kl.astype (np.uint8)

imy2 = (k1 > 0.5) # #*255
# imy2 = imy2.astype (np.uint8)

imy2p (k1 > 0.5) * 255
imy2p = imy2p.astype (np.uint8)

bw2 = skl (imy2) # skeletonize (imyZ2)

bw2 bw2.astype (np.uint8) * 255

bw3 = skeleton endpoints (bw2)

bw3p = np.zeros_ like (bw2)

[cv2.circle (bw3p, ep, 0, 1, 0) for ep in bw3]

[cv2.circle (bw3p, ep, 0, 255, 1) for ep in bw3]

[num, L] = cv2.connectedComponents (imy2p, 8)

Etiquetado de segmentos

blank ch])

Ll = L
# a=1-bw3p
=]1-L*a # Ubicacion de los puntos extremos
L * bw3p
cv2.imshow('a', a*255h)

= o

#
L
#

label hue = np.uint8(179 * L/ np.max(L))
blank ch = 255 * np.ones like (label hue)

S W H

# # cvt to BGR for display
# labeled img = cv2.cvtColor (labeled img,

cv2.COLOR HSV2BGR)

# # set bg label to black
# labeled img[label hue == 0] = 0
# cv2.imshow('L', labeled img)

k2.

#

labeled img = cvZ.merge ([label hue, blank ch,

#

*

for k in range(l, num + 1): # Se retiran a aquellas
figuras que tienen mas de 2 puntos extremos
sl = sum(sum(L == k))
if s1 > 3 or sl ==
L1[Ll == k] = 0
imy3 = (L1 > 0) * 255 # Umbralizado

imy3 = imy3.astype (np.uint8)
# cv2.imshow('y3', imy3)
[num, L2] = cv2.connectedComponents (imy3, 8)

Etiquetado de lo segmentos con dos puntos extremos

blank ch])

label hue = np.uint8 (179 * L2 / np.max(L2))
blank ch = 255 * np.ones like (label hue)
labeled img = cv2.merge([label hue, blank ch,

# cvt to BGR for display
labeled img = cv2.cvtColor (labeled img,
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cv2.COLOR_HSV2BGR)
# set bg label to black
labeled img[label hue == 0] = 0
# cv2.imshow('L2', labeled img)

# L3 = bwmorph (imy3, 'shrink', Inf)

L3 = imy3.copy ()
LX, contours, hierarchy = cv2.findContours (imy3,
cv2.RETR_TREE, CVZ.CHAIN_APPROX_NONE)

# Prueba de eliminar agujeros
# im =
cv2.imread(r'C:\Users\User\Desktop\tree hierarchy.png')
# imCopy = im.copy ()
# imgray = cvZ2.cvtColor (im, cv2.COLOR BGRZ2GRAY)
# ret, thresh = cv2.threshold(imgray, 127, 255, 0)
# image, contours, hierarchy =
cv2.findContours (thresh, CV2.RETR_TREE, cv2.CHAIN_APPROX;NONE)
#
# for i in range (0, len(contours)): # iterate
through each contour.

# if (hierarchy[0,1,3] == -1) &
(hierarchy[0,1i,2] > 0) : #if hierarchy(0,i,2)
# cvZ.drawContours (imCopy, contours, i, (0,

0/ 0) /_l)
# Eliminando agujeros prueba

for i in range (0, len(contours)): # iterar sobre
cada contorno, para eliminar agujeros.
# Verificar para todos 1lo contornos padres (-1) y si
tienen algun contorno hijo rellenarlo (hacerlo background)
if (hierarchy[0O, i, 3] == -1) & (hierarchy[O, 1,
2] > 0): # if hierarchy(0,1,2)
cv2.drawContours (L3, contours, i, (0, 0, 0),
_1)

L3prima = imutils.resize (L3, height=480)

##cv2.imshow ('L3"', L3prima)

[num, L] = cv2.connectedComponents (L3, 8) #
Etiquetando los que no tienen agujeros

nf = num

L3 L3 / 255

L3 = L3.astype (np.uint8)

bw2 = skl (L3)

bw2 prima= imutils.resize (bw2/1, height=480)
##cv2.imshow ('bw2', bw2 prima)

L2 = L * bw2/1
L2 prima= imutils.resize(L/255, height=480)
##cv2.imshow('12prima’, L2 prima)

if num > 1:
for k in range(l, num + 1):

#print (sum(sum (L2 == k)))
if sum(sum (L2 == k)) > 0O:
if sum(sum(L == k)) / sum(sum(L2 == k))
> 10 or sum(sum(L == k)) < 150:#100:

L[L == k] =0



blank ch])
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nf = nf - 1

else:
if sum(sum(L == k)) < 150:#100:
L[L == k] =0
nf = nf - 1

label hue = np.uint8(179 * L / np.max(L))
blank ch = 255 * np.ones like (label hue)
labeled img = cvZ.merge ([label hue, blank ch,

# cvt to BGR for display
labeled img = cv2.cvtColor (labeled img,

cv2.COLOR_HSVZ2BGR)

height=480)

out wb.close()

# set bg label to black
labeled img[label hue == 0] = 0

# cv2.imshow('L', L1)

except:

# Display the resulting frame

# cv2.imshow('originalA',imax)

# cv2.imshow('originalB', imay)

# cv2.imshow('ima2',ima3)

# cv2.imshow('imb3', imb3)
labeled img prima= imutils.resize (labeled img,
##cv2.imshow ('skeleton', labeled img prima)
print (nf)

wsl.write(a-1, fil, nf)

##cv2.waitKey (0)

##cv2.destroyAllWindows ()

wsl.write(a - 1, fil, "no hay")

pass

F. Programa para arduino (Modulo de microscopio).

/*

* Clock Microstepping demo

*

* Moves the stepper motor like the seconds hand of a watch.

*

* Copyright (C)2015 Laurentiu Badea

*

* This file may be redistributed under the terms of the MIT license.
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* A copy of this license has been included with this distribution in
the file LICENSE.

*/

#include <Arduino.h>|
#include "A4988.h"
#include "MultiDriver.h"

#include "SyncDriver.h"

/I Motor steps per revolution. Most steppers are 200 steps or 1.8

degrees/step

#define MOTOR_STEPS 200

/I All the wires needed for full functionality
#define DIR AO

#define STEP Al

#define DIR2 7

#define STEP2 8

#define DIR3 10

#define STEP3 11

/I microstep control for A4988
#define MS12 5
#define MS22 4

#define MS32 3

// Finales de carrera
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#define fin_carreral A3
#define fin_carrera2 A4

#define fin_carrera3 A5

//lLed Luz

intledPin=9; // LED connected to digital pin 9

/I Creacion de los objetos de motor a pasos

A4988 stepperl(MOTOR_STEPS, DIR, STEP, MS12, MS22,
MS32);

A4988 stepper2(MOTOR_STEPS, DIR2, STEP2, MS12, MS22,
MS32);

A4988 stepper3(MOTOR_STEPS, DIR3, STEP3, MS12, MS22,
MS32):

SyncDriver controller(stepperl, stepper2, stepper3);

void setup() {
/*
* Set target motor RPM.

*/

stepperl.setRPM(300);

stepperl.setMicrostep(16); // make sure we are in full speed

mode

stepper2.setRPM(300);



stepper2.setMicrostep(16);

stepper3.setRPM(300);

stepper3.setMicrostep(16);

pinMode(fin_carreral, INPUT);

digitalWrite(fin_carreral, HIGH);

pinMode(fin_carrera2, INPUT);

digitalWrite(fin_carrera2, HIGH);

pinMode(fin_carrera3, INPUT);

digitalWrite(fin_carrera3, HIGH);

pinMode(ledPin, OUTPUT); // sets the pin as output
/lanalogWrite(ledPin, 100);
/IsetPwmFrequency(6, 1);

/IsetPwmFrequency(6, 1);

pinMode(MS12, OUTPUT);
pinMode(MS22, OUTPUT);

pinMode(MS32, OUTPUT);

Serial.begin(9600);

while (!Serial) {
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; I/ wait for serial port to connect. Needed for native USB port

only

}
}

int cont=0;

char funcion="0";

void loop() {

String response = "";

setPwmFrequency(ledPin, 8);//Divisor=8,64

/lanalogWrite(ledPin, 100);

IIreferenciaXYZ();

/ldelay(1000);

if (Serial.available()>0) {
response = Serial.readStringUntil('\n");
funcion=response[0];

}

/[Serial.printin(funcion);

if(funcion=="W"Y{
if(response=="Wref"){

referenciaXYZ();
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Serial.printin("okXYZcero\n");

}

else{
parseMoveXYZ(response);
Serial.printin("okXYZmove\n");

}

funcion="0";

if(funcion=="L"}{
if(response=="Lon\n"){
/I[setPwmFrequency(6, 1);
analogWrite(ledPin, 50);//100
Serial.printin("okLedon\n");

}

else{
analogWrite(ledPin, 0);
Serial.printin("okLedof\n");
}

funcion="0";

if(funcion=="X"){
if(response=="Xref"){
referenciaX();

Serial.printin("okXref\n");



}

else{
parseMoveX(response);
Serial.printin("okXmove\n");
}

funcion="0";

}

if(funcion=="Y"){

if(response=="Yref"){
referenciaY¥();
Serial.printin("okYref\n"),
}

else{
parseMoveY (response);
Serial.printin("okYmove\n");
}

funcion="0";

}

if(funcion=="2"{
if(response=="Zref"){
referenciaZ();
Serial.printin("okZref\n");

}

else{
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parseMoveZ(response);
Serial.printin("okZmove\n"),
}

funcion="0";

}

void referenciaXYZ(){
Il stepperl.setMicrostep(16);
Il stepper2.setMicrostep(16);

Il stepper3.setMicrostep(16);

while(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3)==
LOW){

controller.rotate(-1,-1,1);

}

while(digitalRead(fin_carreral) == HIGH ||
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH || digitalRead(fin_carrera3) ==
HIGH){

if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3) ==
LOW){

controller.rotate(0,-1,1);}



else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== LOW)

controller.rotate(-1,0,1);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3)
HIGH){

controller.rotate(-1,-1,0);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== HIGH){

controller.rotate(-1,0,0);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3)
HIGH){

controller.rotate(0,-1,0);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== LOW)

controller.rotate(0,0,1);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== HIGH){

controller.rotate(0,0,0);

break;}
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void referenciaXYZ1(}{
Il stepperl.setMicrostep(16);
Il stepper2.setMicrostep(16);

Il stepper3.setMicrostep(16);

while(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3)==
LOW){

controller.rotate(-1,-1,-1);

}

while(digitalRead(fin_carreral) == HIGH ||
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH || digitalRead(fin_carrera3) ==
HIGH){

if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3) ==
LOW){

controller.rotate(0,-1,-1);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== LOW)

controller.rotate(-1,0,-1);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3) ==
HIGH){

controller.rotate(-1,-1,0);}
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else if(digitalRead(fin_carreral) == LOW &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== HIGH){

controller.rotate(-1,0,0);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == LOW && digitalRead(fin_carrera3) ==
HIGH){

controller.rotate(0,-1,0);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== LOW){

controller.rotate(0,0,-1);}

else if(digitalRead(fin_carreral) == HIGH &&
digitalRead(fin_carrera2) == HIGH && digitalRead(fin_carrera3)
== HIGH){

controller.rotate(0,0,0);

break;}

it over eje XTI

void referenciaX(){
stepperl.setMicrostep(16);

while(digitalRead(fin_carreral) == LOW){



stepperl.rotate(-1);

void parseMoveX(String response){
//Serial.print("[");
String movement="";
String movestep="";
int i=0;
int movepaso=0;
char ¢ = response]i];

char movez=response[i;

while (responseli]'=","){
C = responseli];
movement+=c;
//Serial.print(c);

i=i+1;

/[Takes on more char to identify the number of movement
c = response[i-1];
/[Serial.printin(c);

movez=response[i+1];

/lc is the number of movement

if(c=="1I'}
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stepperl.setMicrostep(1);
}

else if(c=="2"{
stepperl.setMicrostep(2);
}

else if(c=="4"{
stepperl.setMicrostep(4);
}

else if (c=="8"){
stepperl.setMicrostep(8);
}

else{

stepperl.setMicrostep(16);

}

//Serial.println(*----=-=====--==omcm e ");

//Serial.print("]");
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while (response.length()!=i){ //Take first 5 chars from readings

c = responsel[i+2];
movestep+=c;
//Serial.print(c);
i=i+1;

}

movepaso=movestep.tolnt();

if (movez=="L"){



stepperl.rotate(movepaso);
delay(1000/64);

}

else if (movez=="R"){
stepperl.rotate(-movepaso);

delay(1000/64);

}

it over eje YT

void referenciaY (){

stepper2.rotate(-1);
stepper2.setMicrostep(16);
while(digitalRead(fin_carrera2) == LOW){

stepper2.rotate(-1);

void parseMoveY(String response){
/[Serial.print("[");
String movement="",
String movestep="";
int i=0;

int movepaso=0;
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char ¢ = response]i];

char movez=response[i];

lIstepper2.setRPM(120);

while (response[i]'=","){
c = response(i];
movement+=c;
/ISerial.print(c);

|:|+1,

/[Takes on more char to identify the number of movement
¢ = response[i-1];
/[Serial.printin(c);
movez=response[i+1];
/lc is the number of movement
if(c=="1"){
stepper2.setMicrostep(1);
}
else if(c=="2"){
stepper2.setMicrostep(2);
}
else if(c=="4"){
stepper2.setMicrostep(4);

}
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else if (c=="8"{

stepper2.setMicrostep(8);
}

else{
stepper2.setMicrostep(16);

}
/ISerial. println(-------=ssmmmmemmm oo ");

//Serial.print("]");
while (response.length()!=i){ //Take first 5 chars from readings
c = responsel[i+2];
movestep+=c;
//Serial.print(c);
i=i+1;
}

movepaso=movestep.tolnt();

if (movez=="L"){
stepper2.rotate(movepaso);
delay(1000/64);

}

else if (movez=='R"){
stepper2.rotate(-movepaso);

delay(1000/64);

}



Iiiiiover eje ZHHTHTHTTTTTHTTTTTTTTTTTTHTTTHTTTTIT

void referenciaZ(){
stepper3.setMicrostep(16);
while(digitalRead(fin_carrera3) == LOW){
stepper3.rotate(1);//-1
}
}

void parseMoveZ(String response){
/ISerial.print("[");
String movement="";
String movestep="";
int i=0;
int movepaso=0;
char ¢ = response[i];

char movez=response[i;

while (responseli]'=","){
¢ = response(i];
movement+=c;

//Serial.print(c);
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|:|+1,

//[Takes on more char to identify the number of movement
c = response[i-1];
//Serial.printin(c);
movez=response[i+1];
/lc is the number of movement
if(c=="1"\{
stepper3.setMicrostep(1);
}
else if(c=="2"{
stepper3.setMicrostep(2);
}
else if(c=="4"){
stepper3.setMicrostep(4);
}
else if (c=="8"){
stepper3.setMicrostep(8);
}
else{
stepper3.setMicrostep(16);

}
/ISerial. printin("---=--=-=r=msrmrmrem oo ")

/ISerial.print("]");
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while (response.length()!=i){ //Take first 5 chars from readings
C = response[i+2];
movestep+=c;
//Serial.print(c);
i=i+1;
}

movepaso=movestep.tolnt();

if (movez=="L"J{
stepper3.rotate(movepaso);
delay(1000/64);

}

else if (movez=='R"){
stepper3.rotate(-movepaso);

delay(1000/64);

}

IHI1Set PWM frecuenciallllllitiiiiiiiiii

void setPwmFrequency(int pin, int divisor) {
byte mode;
if(pin == 5 || pin == 6 || pin == 9 || pin == 10) {
switch(divisor) {

case 1: mode = 0x01; break;



case 8: mode = 0x02; break;
case 64: mode = 0x03; break;
case 256: mode = 0x04; break;
case 1024: mode = 0x05; break;
default: return;
}
if(pin == 5 || pin == 6) {
TCCROB = TCCROB & 0b11111000 | mode;
} else {
TCCR1B =TCCR1B & 0b11111000 | mode;
}
} else if(pin == 3 || pin == 11) {
switch(divisor) {
case 1: mode = 0x01; break;
case 8: mode = 0x02; break;
case 32: mode = 0x03; break;
case 64: mode = 0x04; break;
case 128: mode = 0x05; break;
case 256: mode = 0x06; break;
case 1024: mode = Ox07; break;
default: return;
}
TCCR2B = TCCR2B & 0b11111000 | mode;
}
}
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HHHHHTHTHTTTTHINCONE XY ZHHTHTTTHHTTT i

void parseMoveXYZ(String response){

int i=0;

String movestepX="",

String movestepY="",

String movestepZ="";

int movepasoX=0;

int movepasoY=0;

int movepasoZ=0;

char ¢ = responseli];

/[Serial.print(response);

i=i+1;

while (responseli]'=","){
¢ = response(i];
movestepX+=c;
//Serial.print(c);

i=i+1;

i=i+1;

while (responseli]'=","){ //Take first 5 chars from readings

c = responseli];
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movestepY+=c;
/ISerial.print(c);

|:|+1,

|:|+1,

while (response.length()!=i){ /Take first 5 chars from readings
c = responseli];
movestepZ+=c;
/[Serial.print(c);

|:|+1,

movepasoX=movestepX.toint();
movepasoY=movestepY.toint();
movepasoZ=movestepZ.toint();
int movepas= movepasoX + movepasoY + movepasoZ;

Serial.print(movepas);

controller.rotate(movepasoX,movepasoY,movepasoZ);

delay(100/64);

/Ivoid time1(){
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I

I if (currentMillis - previousMillis >= interval) {
/I previousMillis = currentMillis;
I}
I
I}

G. Diagrama de circuito impreso (Médulo de Microscopio)

Figura 0.2: Esquematico impreso del modulo de tincién.
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H. Control de temperatura para diversas posiciones del sensor de

referencia del médulo de tincién.

Set point 60° (°C vs seg.)
80
70
60
50
40
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20
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Figura 0.3: Respuesta del sensor LM35 y termocupla con una

referencia de 60°C

Set point 70°C(°C vs seg.)
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Figura 0.4: Respuesta del sensor LM35 y termocupla con una referencia
de 70°C
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Set point 80°C (°C vs seg.)
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545

| M35 = Termocupla

Figura 0.5: Respuesta del sensor LM35 y termocupla con una referencia
de 80°C

|.  Programa de la interfaz graficay del proceso de diagndéstico

- Disefno de la interfaz:

#:kivy 1.7.2
#:import kivy kivy

<SaveDialog@Popup>:
#title='Test popup'
size hint:(0.4,0.4)
auto dismiss: False

GridLayout:
TOWS: 2
BoxLayout:
size hint:(1,0.7)
Label:
text: ';Desea guardar el diagndéstico?'
#on release: root.dismiss()
BoxLayout:
size hint:(1,0.3)
Button:

text: 'GUARDAR'

on release: root.save()
Button:

text: 'CERRAR'

on release: root.cancel()

<RV>:
#orientation: 'vertical'
GridLayout:
rows:2
BoxLayout:
orientation: 'horizontal'
size hint:(1,0.9)
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BoxLayout:
orientation: 'vertical'
size hint:(.335,1)

canvas.before:
Color:
rgb: 0.82, 0.12, 0.12 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

BoxLayout:
size hint: (1,0.3)

Button:
id: logo
background normal: 'assets/normal.png'

background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.logo clicked()

Image:
source: 'assets/logo0.png'
#size:indow.size

size:self.parent.parent.size[0]*0.7,self.parent.parent.size[1]1*0.7
center x: self.parent.center x
center y: self.parent.center y

#width:100
halign: "center"
allow stretch: True

BoxLayout:
size hint:(1,0.2)
Button:
id: start
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on _release: root.back screen ()

Image:
id:alpha
source: 'assets/menu start.png'
opacity: 1.2

size:153,34#self.parent.parent.size[0]1*0.5709, self.parent.parent.siz
e[1]1*0.3778

center x: self.parent.center x

center y: self.parent.center y

allow stretch: True

BoxLayout:
size hint:(1,0.2)

Button:
id: disinfection
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on release: root.disinfection clicked()

Image:



151

source: 'assets/menu disinfection.png'
opacity: 1.2

center y: self.parent.center y
center x: self.parent.center x

size: 153, 34

allow stretch: True

BoxLayout:
size hint: (1,0.2)
Button:
id: history
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.history clicked()

Image:
source: 'assets/menu history.png'
opacity: 1.2
center y: self.parent.center y
center x: self.parent.center x
size: 153, 34
allow stretch: True

BoxLayout:
size hint: (1,0.3)
Button:
id: turnoff
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.turnoff clicked()

Image:
source: 'assets/menu_ turnoff.png'
opacity: 1.2
center y: self.parent.center y
center x: self.parent.center x
size: 153, 34
allow stretch: True

BoxLayout:
orientation: 'vertical'
size hint: (0.665,1)

BoxLayout:
orientation: "vertical"

canvas.before:
Color:
rgb: 0.88, 0.88, 0.88 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

BoxLayout:
size hint: 0.5,0.1
padding: [20,5,20,5]
TextInput:
size hint x:0.3
id: txtinputO
Button:



size hint x:0.2

background normal:''
background color: 0.82, 0.12,
text: "Buscar"

on_release: root.get users()

GridLayout:
size hint: 1, None
size hint y: None
height: 25
cols: 5
spacing: 5
padding: [5,0,5,0]
MyLabel:
text: "CODIGO"
halign: 'center'
MyLabel:
text: "DIAGNOSTICO"
halign: 'center'
MyLabel:
text: "CAMPOS"
halign: 'center'
MyLabel:
text: "BACILOS"
halign: 'center'
MyLabel:
text: "FECHA"
halign: 'center'
BoxLayout:
#padding: [5,0,5,0]
RecycleView:
viewclass: 'MyLabel'
data: [{'text': str(x)} for x in
root.data items]
effect cls: "ScrollEffect"
RecycleGridLayout:

#Box:'08:30pm'

<MainScreen>:

size hint: 1, None

size hint y: None

cols: 5

default size: None, dp(26)
default size hint: 1,None
size hint y: None

height: self.minimum height
orientation: 'vertical'
multiselect: True

touch multiselect: True
spacing: 5
padding: [5,5,5,5]

0.12,1

152



153

#orientation: 'vertical'
GridLayout:
rows:2
BoxLayout:
orientation: 'horizontal'

size hint:(1,0.9)

BoxLayout:
orientation: 'wvertical'
size hint: (.335,1)

canvas.before:
Color:
rgb: 0.82, 0.12, 0.12 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

BoxLayout:
size hint: (1,0.3)

Button:
id: logo
background normal: 'assets/normal.png'

background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.logo clicked()

Image:
source: 'assets/logoO.png'
#size:indow.size

size:self.parent.parent.size[0]*0.7,self.parent.parent.size[1]1*0.7
center x: self.parent.center x
center y: self.parent.center y

#width:100
halign: "center"
allow stretch: True

BoxLayout:
size hint:(1,0.2)
Button:
id: start
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.start clicked()

Image:
id:alpha
source: 'assets/menu start.png'
opacity: 1.2

size:153,34#self.parent.parent.size[0]1*0.5709,self.parent.parent.siz
e[1]1*0.3778

center x: self.parent.center x

center y: self.parent.center y

allow stretch: True

BoxLayout:
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size hint:(1,0.2)

Button:
id: history
background normal: 'assets/normal.png'

background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.history clicked()

Image:
source: 'assets/menu history.png'
opacity: 1.2
center y: self.parent.center y
center x: self.parent.center x
size: 153, 34
allow stretch: True

BoxLayout:
size hint: (1,0.3)
Button:
id: turnoff
background normal: 'assets/normal.png'
background down: 'assets/pressed.png'
on_release: root.turnoff clicked()

Image:
source: 'assets/menu_ turnoff.png'
opacity: 1.2
center y: self.parent.center y
center x: self.parent.center x
size: 153, 34
allow stretch: True

BoxLayout:
orientation: 'vertical'
size hint: (0.665,1)
canvas.before:
Color:
rgb: 0.88, 0.88, 0.88 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

BoxLayout:
horientation: 'horizontal'
size hint:(1,0.05)
canvas.before:
Color:
rgb: 0.88, 0.88, 0.88 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

BoxLayout:
size hint y: 0.3
GridLayout:
cols: 4
BoxLayout: ## here is one Box
orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
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TextInput:
id: tl
text:

BoxLayout:

padding: [0,10,0,0]

Image:
id: ml
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'
y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"
#size: 60, 160
allow stretch: True

BoxLayout:

size hint y: 0.1

padding: [0,5,0,0]

Image:
id: clfcruces
nocache: 1
source:

'assets/start process00.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"
#size: 60, 160
allow stretch: True

BoxLayout: ## here is another Box
orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
id: t2
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: m2
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'
y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"
#size: 60, 160
allow stretch: True
BoxLayout:
size hint y: 0.1
padding: [0,5,0,0]
Image:
id: c2#cruces
nocache: 1
source:
'assets/start process00.png'
y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.xff+self.size[0]/2
halign: "center"
#size: 60, 160
allow stretch: True
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BoxLayout: ## here is one Box

'assets/start process00.png'

orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
id: t3
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: m3
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout:
padding: [0,5,0,0]

size hint y: 0.1
Image:
id: c3#cruces
nocache: 1
source:

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout: ## here is another Box

'assets/start process00.png'

orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:

BoxLayout:

size hint y: 0.3
TextInput:
id: t4
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: m4
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.xf#+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout:

size hint y: 0.1
padding: [0,5,0,0]
Image:
id: cdi#cruces
nocache: 1
source:

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2



halign: "center"
#size: 60, 160
allow stretch: True

BoxLayout:

size hint y: 0.4

id:p2

padding: [0,5,0,0]

#Label:#Tienes que verficar con label
#id: p2
#size hint:(1,0.4)

y: self.parent.y#+self.size[l]/2

x: self.parent.x#+self.size[0]/2

#Box:'08:30pm'
#BoxLayout:

<MyLabel@Label>
canvas.before:
Color:
rgb:0.82, 0.12, 0.12,1
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

<KeyboardScreen>:
displayLabel: displayLabel
kbContainer: kbContainer
BoxLayout:
orientation: 'vertical'

canvas.before:
Color:
rgb: 0.59, 0, 0 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size
Label:
size hint y: 0.15
text: "INGRESE LOS CODIGOS DE MUESTRAS"

BoxLayout:
size hint y: 0.25
GridLayout:
cols: 4
BoxLayout: ## here is one Box
orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: pl
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'
y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.xff+self.size[0]/2
halign: "center"
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#size: 60, 160
allow stretch: True

BoxLayout: ## here is another Box

orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: px2#p2
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout: ## here is one Box

orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]
BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: p3
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
X: self.parent.x#+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout: ## here is another Box
orientation: "vertical"
padding: [20,0,20,0]

BoxLayout:
size hint y: 0.3
TextInput:
BoxLayout:
padding: [0,10,0,0]
Image:
id: p4
nocache: 1
source: 'assets/muestra 0.png'

y: self.parent.y#+self.size[l]/2
x: self.parent.xff+self.size[0]/2
halign: "center"

#size: 60, 160

allow stretch: True

BoxLayout:
id: kbContainer
size hint y: 0.2
orientation: "horizontal"
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padding: [100,0,100,0]

Label:
id: displayLabel
size hint y: 0.05
markup: True

text: "[b]Key pressed[/b] - None"
halign: "center"
Button:

background normal:''

background color: 0.82, 0.12, 0.12,1 # your color here

text: "Volver"
size hint: (0.15,0.05)
on_release: root.back screen()
halign: "center"

Widget:

# Just a space taker to allow for the popup keyboard

size hint y: 0.5

<VRFloatLayout>:
AnchorLayout:
anchor x: 'center'
anchor y: 'top'
ScreenManager:

id: manager
size hint: 1, .9

AnchorLayout:
anchor x: 'center'
anchor y: 'bottom'
BoxLayout:

orientation: 'horizontal'
size hint:(1,0.1)
Label:
id: my time
text: '08:30pm'
font size: 14
canvas.before:
Color:
rgb: 0.58, 0, 0 # your color here
Rectangle:
pos: self.pos
size: self.size

- Programa de la interfaz:

# coding:utf-8

from kivy.app import App

from kivy.uix.image import Image

from kivy.clock import Clock

from kivy.graphics.texture import Texture
import cv2

import numpy as np

from kivy.uix.widget import Widget

from kivy.uix.boxlayout import BoxLayout
from kivy.uix.floatlayout import FloatLayout
from kivy.uix.image import Image
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from kivy.uix.button import Button

import serial
import time
import serial.tools.list ports

class KivyCamera (Image) :

def

def

__init (self, capture, fps, **kwargs):
super (KivyCamera, self). init (**kwargs)
self.capture = capture

Clock.schedule interval (self.update, 1.0 / fps)

update (self, dt):

ret, frame = self.capture.read()

gray = cv2Z.cvtColor (frame, cv2.COLOR BGRZ2GRAY)
rows, cols = gray.shape

fil, col = int(rows / 2), int(cols / 2)

f = np.fft.fft2 (gray)

imT2 = np.fft.fftshift(f) #im72 = np.log(np.fft.fftshift (f))
imf2 = 20*np.log(np.abs (imT2)) #imf2 = np.abs (imT2)

imf3 = imf2[£fi1][0:499]

promedio = np.mean (imf3)

print (promedio)

if ret:
# convert it to texture
bufl = cv2.flip(frame, 0)
buf = bufl.tostring/()
image_texture = Texture.create (
size=(frame.shape[l], frame.shape[0]),

colorfmt="bgr')

image texture.blit buffer (buf, colorfmt='bgr',

bufferfmt="ubyte")

# display image from the texture
self.texture = image texture

class CamApp (App) :
def build(self):

self.my camera = Image ()

self.arduinoPort = serial.Serial ("COM4", 250000, timeout=1)
time.sleep(1.8)

self.Lon ()

self.capture = cv2.VideoCapture (1)

self.my camera = KivyCamera (capture=self.capture, fps=30)

layoutVideo = FloatLayout ()
layoutBotoes = BoxLayout (orientation='horizontal')

buttonUp = Button(text='SUBE', size hint=(0.5, 0.1))
buttonUp.bind (on press=self.sube)

buttonDown = Button (text='BAJA', size hint=(0.5, 0.1))
buttonDown.bind(on press=self.baja)

layoutBotoes.add widget (buttonUp) # acrescentamos o botao

cinza numa linha horizontal

layoutBotoes.add widget (buttonDown) # acrescentamos o botao

cinza numa linha horizontal

layoutVideo.add widget (self.my camera)



def

def

def

closed

def

def
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layoutVideo.add widget (layoutBotoes)
return layoutVideo

sube (self, button):

print ("SubeZ")

flagCharacter = "Z 16,L+100\n"
self.enviar serial (flagCharacter.encode())

baja(self, button):

print ("Bajaz")

flagCharacter = "Z 16,L-100\n"
self.enviar serial (flagCharacter.encode())

on stop(self):
#without this, app will not exit even if the window 1is

self.capture.release()

# Cerrando puerto serial

flagCharacter = "Lof\n"
self.enviar serial (flagCharacter.encode())
self.arduinoPort.close()

Lon (self) :
flagCharacter = "Lon\n"

self.enviar serial (flagCharacter.encode())

enviar serial (self, flagCharacter) :
#time.sleep (1)

#arduinoPort = serial.Serial ("COM12", 9600, timeout=1)

#time.sleep (1.8)
self.arduinoPort.write (flagCharacter)

while 1:
getSerialValue = self.arduinoPort.readline () .decode ()
if "ok" in getSerialValue:
break
#print ('\n Valor retornado de Arduino: %s' $

(getSerialValue))

#time.sleep (1.8)

if name == '_main_ ':
CamApp () .run ()

- Programa que recorre las muestras:

from sys import platform
import serial

import time

import serial.tools.list ports

def enviar serial(flagCharacter) :##en la otra version se asume ya
codificado
arduinoPort.write (flagCharacter.encode())

while 1:

getSerialValue = arduinoPort.readline () .decode ()
if "ok" in getSerialValue:
break
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print ('\n Valor retornado de Arduino: %s' % (getSerialValue))

time.sleep (0.000001)

def Lon(self):
flagCharacter = "Lon\n"
self.enviar serial (flagCharacter.encode())

def mover campo (pasos_por campo_ X,pasos_por_ campo_ Y) :
for a in range (0, pasos_por campo X):

flagCharacter = "X 16,L-1\n" ##Eje 7 11.4cm —----2150
>188.6grados/cm, Xmax=4300, Ymax=4500, Zmax=-4900 (obs:limit s
position)

# Vk!

enviar serial (flagCharacter)

for a in range (0, pasos_por campo Y):

flagCharacter = "Y 16,L-1\n" ##Eje 7 11.4cm —----2150
>188.6grados/cm, Xmax=4300, Ymax=4500, Zmax=-4900 (obs:limit s
position)

# Vk!

enviar serial (flagCharacter)

def referencia(ref X,ref Y,ref 7):

if ref X==1 and ref Y ==1 and ref 7Z==1:
flagCharacter = "Wref\n"
enviar serial (flagCharacter)

if ref X==1 and ref Y ==0 and ref 7Z==
flagCharacter = "Xref\n"
enviar serial (flagCharacter)

if ref X==0 and ref Y ==1 and ref 7Z==
flagCharacter = "Yref\n"
enviar serial (flagCharacter)

if ref X==0 and ref Y ==0 and ref 7==
flagCharacter = "Zref\n"

enviar serial (flagCharacter)

if ref X==1 and ref Y ==1 and ref 7==

flagCharacter = "Xref\n"
enviar serial (flagCharacter)
flagCharacter = "Yref\n"

enviar serial (flagCharacter)

if ref X==0 and ref Y ==1 and ref 7==

flagCharacter = "Yref\n"
enviar serial (flagCharacter)
flagCharacter = "Zref\n"

enviar serial (flagCharacter)

if ref X==1 and ref Y ==0 and ref Z==

flagCharacter = "Xref\n"
enviar serial (flagCharacter)
flagCharacter = "Zref\n"

enviar serial (flagCharacter)

ports = list(serial.tools.list ports.comports())

witch

witch
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for port no, description, address in ports:
if 'Arduino' in description:
print (port no)
if 'CH340' in aescription:
print (port no)

arduinoPort = serial.Serial ("COM2", 9600, timeout=1)
time.sleep(1.8)

#Encender el Led
Lon ()

#Posicionar en la referencia
ref X=1;
ref v=1;
ref 7=1;
referencia(ref X,ref Y, ref 7)

#Posicionar en el ingreso de muestras
flagCharacter = "W3800,4500,-4000\n" #modificar
enviar serial (flagCharacter)

#Solicitar el ingreso de los identificadores de las muestras en la
pantalla

#Recorrer las muestras
pos_1="W3800,4500,-4000\n"
pos_2="W3800,4500,-4000\n"
pos_3="W3800,4500,-4000\n"
pos_4="W3800,4500,-4000\n"

posiciones muestras=[pos 1,pos 2,pos_3,pos_4]

for i in range (0, 4):
# Posicionar en el extremo de la primera muestra
referencia(l,1,1)

#Ubicar en la posicion de la 1 muestra
flagCharacter = posiciones muestras[i]
enviar serial (flagCharacter)

campos_horizontal = 10
campos vertical = 10
pasos_por campo X = 100;
pasos_por campo Y 0;

for a in range (0, campos vertical):
for b in range (0, campos horizontal):
mover campo (pasos_por campo X, pasos_por campo_ Y)
# Funcion de Autoenfoque
# Funcion de conteno y diagndstico
pasos_por campo X = 100;
pasos_por campo_ Y 100;

# Cerrando puerto serial
arduinoPort.close ()



