Pagina 1

Maquina Automatizada para el Estriamiento de
Bacterias en Caja Petri con Agar

Automated Machine for Bacterial Streak in Petri
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Abstract— This article presents the prototype design of an automated machine that facilitates, homogenizes and reduces the time of the
streaking bacteriological process with a microbiological loop of a urine sample in a culture medium with agar inside a Petri layer, performed
in clinical laboratory. The prototype considers the movement of the head of the bacteriological loop in the 3 axes X, Y, Z, with a computerized
numerical control (CNC) process. Through a Human-Machine Interface (HMI), the operator can select the type of lined he wants to perform
and start the machine. The sterilized loop collects a urine sample from the previously placed open sample container, and places it in the
Petri dish together with the Agar, and start the streaks. At the end of the process, the bacteriological loop is moved to a tube inside the
machine to be sterilized with heat. The Petri dish is subsequently covered and removed manually by the operator. The HMI is designed
with a Node-RED visual programming tool inside a Raspberry Pi3 microprocessor board. For the control, an Arduino Mega open source
electronic platform is used with RAMPS 1.4 shields designed to control the stepper motors of the CNC.
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Resumen—

En el presente articulo se muestra el disefio de prototipo de maquina automatizada que facilita, homogeniza y reduce el tiempo el proceso
de rayado con un asa microbiolégica de una muestra de orina en un medio de cultivo con agar dentro de una capa Petri para el estriamiento
de bacterias en un laboratorio clinico. El prototipo considera el movimiento del cabezal del asa bacterioldgica en los 3 ejes (X, Y, Z), con un
proceso de control numérico computarizado (CNC). Mediante una Interfaz Hombre-Mdquina (HMI), el operador puede seleccionar el tipo
de rayado que quiere realizar y arrancar la miquina. El asa esterilizada recoge una muestra de orina del recipiente de muestra previamente
abierta y colocada en su sitio, y lo coloca en la caja Petri junto con el Agar previamente colocado, y procede al rayado. Al finalizar el
proceso, el asa bacteriolégica se mueve hasta un tubo dentro de la mdquina para esterilizarse con calor. La caja Petri posteriormente es
tapada y retirada manualmente por el operador. E1l HMI estd disefiada con una herramienta de programacién visual Node-RED dentro de una
placa de un microprocesador Raspberry Pi3. Para el control se usa una plataforma electrénica de cédigo abierto Arduino Mega con shields
RAMPS 1.4 disefiadas para controlar los motores paso a paso de la CNC.

Palabras Clave—Arduino, caja petri, estriamiento de bacterias, Muestras orinas, Node-RED

I. INTRODUCCION tes métodos para el diagnéstico de estos microorganismo, pero

) ) ) en particular en el mas especifico es el de uro cultivo, que se

El proyecto requiere el disefio de una maquina que sea capaz  refiere al cultivo por estriamiento en una caja Petri, siendo este
de r.eallzar el estriamiento automdtico de bacterias en cajas ¢l mds acertado ya que demuestra la facilidad para observar
Petri con agar, por eso se necesita conocer las bases tedricas |, cepas que proliferan, tanto en su morfologia y color, e
de microbiologia para el cultivo de bacterias que se realiza en  j,cluso hacer un conteo de cuantas cepas lograron crecer para
los laboratorios clinicos y la tecnologia mecatrénica con sus .4 conocer qué tipo de bacteria produce la enfermedad del
diferentes cdlculos que se deben realizar para poder obtener (racto urinario, al igual que arroja resultados del antibiotico
un prototipo funcional. En el mercado se dispone de mdquinas  gye es el adecuado para tratar al paciente. El estudio nombrado
automdticas comerciales para laboratorios clinicos,entre ellas;  iene una relevancia en cada especie que da la uropatogénia o
AUTOPLAK y SIDECAR. patologia causada, asi también se da como resultado el estudio
Los métodos para diagnosticar cepas en el sistema urinario  entre las dos técnicas y demuestra mediante resultados de
son importantes ya que el sembrado de bacterias se basa en Jaboratorio que la siembra ayuda a reconocer de entre tantas

los microorganismos de muestras de orina. El documento del  especies que pueden causar la enfermedad, con cual se estd
Comité de Microbiologia Clinica Chilena nombra 3 importan-
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enfrentando, ya que los otros test para la infeccién urinaria
solo ayudan a saber si es positivo o negativo el resultado,
dando a saber si se tiene una infeccién o no, pero el problema
de estos test es que no ayudan a saber cudal es el patégeno
causante. Para la presente tesis es relevante el estudio de ese
documento ya que da la importancia de por qué es necesario
realizar un uro cultivo, y la necesidad de este diagndsticos de
infecciones urinarias.[1]

El estudio “Andlisis de técnicas de recuento de Microor-
ganismos”~ se evaldan los métodos de siembra en superficie
del agar, en profundidad del agar y en cdmara de Neubauer.
En el método de siembra en superficie los resultados fueron
negativos y sin ningtin posible recuento del microorganismo
ya que al estar expuestos en la superficie existe una contami-
nacion bacteriana que interviene con el crecimiento celular del
patégeno en estudio. Por otra parte la siembra en profundidad
tiene un beneficio de que las levaduras proliferan al fondo del
agar con un crecimiento notorio en donde se puede realizar el
recuento, pero en esta técnica ocurre el mismo error que en la
anterior, debido a que se inicia el sembrado en la superficie
para tener un mayor nimero de colonias, pero en la parte
superficial las bacterias no deseadas empiezan a invadir el
espacio de la muestra impidiendo a la bacteria deseada un
crecimiento 6ptimo. Las dos técnicas de sembrado tienen un
alto tiempo de preparacion de cada medio. Para la técnica
de cdmara de Nebauer se utiliza la constante de Mc Farland
la cual es de 6X10 8 células/ml, este hace referencia a que
debe existir esta constante en el crecimiento bacteriano en la
inoculacién para que este sea un crecimiento adecuado, de otra
forma se deberia descartar las muestras por un crecimiento
inapropiado, en el estudio mencionado se observa que esta
técnica de cdmara de Neubauer es la mds adecuada por el
resultado preciso que permitié la proliferacién del patégeno
y por tanto el recuento de esta es mds sencillo y preciso
que las dos anteriores, pero su desventaja se halla en la
concentracion de celular que debe tener la muestra y el tamafio
del microorganismo que se desea ver ya que al tener un tamafo
pequeiio este dificulta el recuento.[2]

En la investigacién se utiliza las dos primeras técnicas
por el uso comtn de los laboratorios y la facilidad que esta
tiene, ya que la técnica de cdmara de Neubauer es poco
utilizada por su desventaja anteriormente mencionada, con el
estudio del proyecto se reduce la contaminacién de bacterias
al usar instrumentos esterilizados con el proceso adecuado de
esterilizacion antes y después del sembrado de la bacteria
en el medio de cultivo, al igual que el tiempo utilizado en
la preparacién de cada muestra es menor al ser un proceso
mecénico y programado.

Para el movimiento del prototipo nos basamos en diferentes
disefios de maquinas CNC que se mueven en 3 ejes, como en
los estudios [3] y [4] en las cuales son mdquinas que realizan
el movimiento prismdtico tanto en X,Y y Z, para el disefio
utilizamos el libro CNC Design Machines Tools.®" este se
habla de las diferentes tipos de CNC que hay y como se las
disena [5].

Al querer realizar la interfaz del usuario (HMI) se usa
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NodeRed como en [6] aqui utiliza una Paspberry Pi3 como
una computadora y realiza la interfaz desde NodeRed para
conectar varios dispositivos en un mismo servidor y manejarlo
desde uno solo. También utilizamos como referencia [7] que
utiliza la interfaz en NodeRed para mostrar los datos que se
obtienen de sensores de humedad y temperatura dentro de una
industria de almacenamiento de productos.

En la primera seccién de este paper se puede encontrar la
l6gica del proyecto lo que es el diagrama de flujo de cémo
funciona el software, también cual es el procedimiento que
se debe seguir para poder realizar un adecuado estriamiento
de bacterias en la siguiente seccidn se habla sobre el disefio
mecénico de la maquina, en la siguiente seccion se hablara de
las pruebas realizadas al software y en las ultimas seccion
encontramos la conclusiéon que obtuvimos al realizar este
trabajo y sobre como podriamos mejorar este trabajo.

II. METODOLOGIA

Cuando se quiere trabajar con software en computadora lo
primero que se debe realizar es un diagrama de flujo en el
cual se explica la l6gica del programa.

A. Diagrama de flujo

INICIO

Seleccion tipo
de rayado

A\ 4

Activar
secuencia de
motores

Sensor infrarrojo; Rayado 1

O

Activar
secuencia de
motores

Rayado 2

O

Fy

FIN

Fig. 1. Diagrama de flujo del programa

En la Fig. 1 se observa el diagrama del flujo del proyecto.
Lo primero que hacemos es seleccionar el tipo de rayado,
lo siguiente que hace es calibrar la posicién inicial con el
sensor infrarrojo, por ultimo hace la secuencia segtin el rayado
seleccionado anteriormente.

UIDE - 2022



B.  Procedimiento para el estriamiento de bacteria

Los pasos que se deben seguir para el estriamiento de
bacterias es el siguiente:

1. Esterilizar el asa colocdndola cerca del encendedor hasta
que se vea que esta toma un color rojo aproximadamente a
80° C durante 5 segundos.

2. Enfriar el asa retirdindola del mechero, pero dejandolo
cerca del mismo para que se enfrie aproximadamente un
centimetro durante 2 segundos y asegurar que no se vuelva
a contaminar.

3. Tomar la muestra con el asa.

4. Realizar el primer estriamiento, unas pequefas lineas en
zigzag con el asa sobre la caja Petri con estrias muy juntas
como podemos ver en la Figura 2.

5. Girar la caja Petri y volver a realizar el estriamiento en
otra parte de la caja con las estrias mds separadas.

6. Repetir el paso 5 pero con las estrias mds separada como
podemos ver en la Figura 3.

7. Retirar el asa y volver a colocarla sobre el mechero.

8. Cerrar la caja Petri.

Fig. 2. Estriamiento de bacterias [8]

Fig. 3. Forma de estriar bacterias [9]

C. Diseiio mecdnico

El disefio inicia con un esquema que permite identificar
los componentes criticos de la maquina, los mismos que
son disefiados mediante el criterio de rigidez por sobre la
resistencia ya que se realiza un procedimiento repetitivo y
preciso en un tiempo determinado como se muestra en la fig.4.
Esta alternativa consiste en un movimiento con articulaciones
prismaticas en los ejes X,Y,Z con un tornillo sin fin el cual
nos permitird el movimiento y la potencia serd suministrada
por motores a pasos.
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Guia del eje X
Guia del eje Z

Tornillo de transmisién
del eje Z

Placa soporte Eje X
Estructura Base

Chumaceras de
Placa base rayado

pared

Motores
(Nema 17)

Fig. 4. Bosquejo de alternativa seleccionada

1.  Dimensionamiento de la guia del eje Z: Para este caso
se calcula la guia del eje Z como una maquina con precision
moderada de deflexién admisible

4[4, 8359 exp —10m* - 64

req =

Dyeq = 0,009962m = 9,96mm

Se estandariza a ejes de 10 mm de didmetro disponibles en
acero plata rectificado, como guias para el eje Z; debido a que
el eje X es de dimensiones cercanas y que el costo de los ejes
no es representativo se coloca las mismas guias en el eje X.

2. Dimensionamiento de la transmision de potencia eje
X y Z: Para convertir un giro en un desplazamiento se
utilizan tornillos de potencia que se acoplan a motores Nema
17 mediante acoples flexibles y permiten que los diferentes
mecanismos acoplados a los ejes X y Z trabajen efectivamente.

Los acoples flexibles para este tipo de motores acoplan ejes
de 5 y 8 mm, por lo que se utiliza un tornillo de potencia de
8 mm de didmetro, mismo que permite transmitir movimiento
sin sufrir deformaciones ya que la carga estd siendo soportada
por los ejes guia.

Para acoplar el tornillo se requiere de chumaceras, para
mdquinas CNC las chumaceras se seleccionan en funcién del
didmetro del eje a acoplar.

3. Calculo del peso que puede transportar el tornillo
seleccionado: Primero definimos la caracteristica del tornillo
a utilizar:

= Nimero de entradas: 1

= Paso del tornillo: 2mm

= Didmetro exterior = 8§ mm

= Tipo de rosca = ACME

= Torque a transmitir = 0.44 N m

Para un tornillo de potencia el torque en funcién de la carga
a transmitir es:

Fll+u-n-d,

T= |2
2 |\m-dy—u-l

'dm+,uc'dc (1)

madquina estriadora de bacterias no requiere de collarin por
lo que la expresion 1 se reduce, despejando la carga a desplazar
y sustituyendo valores se tiene.

UIDE - 2022



2-t
l+yu-n-dy,

(ﬂ.dm_'u_l)'dm

2-044N - m
2+04-7-(8-2)
76— (04-2)

F =208,12N

F =

( ) - 8exp—3m

Cada tornillo puede desplazar una carga de 208 N, misma
que supera en un 100% la carga considerada, dando un
factor de carga de 2, que se considera aceptable para el
dimensionamiento requerido.

4. Dimensionamiento de la estructura base: Para dimen-
sionar la estructura base, se considera un tubo cuadrado de
acero inoxidable seleccionado del catidlogo de perfiles de
Ivan Bohman, mediante un andlisis por elementos finitos se
determina la carga médxima que puede soportar la estructura
base.

Se considera un tubo cuadrado de 25.2x25.4 x1.2 milimetros
de espesor en acero inoxidable AISI304, se le aplica una carga
de 500 N en la parte superior de la estructura.

Mediante un andlisis por elementos finitos, se determina que
la estructura sufre una deformaciéon méaxima de 6.96e-3 mm,
que comparado con la deformacién permisible para elementos
de mdquina de precision moderada se encuentra dentro del
rango establecido, ver Figura 5.

% Estructura Base (Predeterm...
URES (mm)

Modo: 7
Ubicacion de X, Y, Z: (129,307 1.28e-014 mm
Valor: 6.962e-003 mm

6.962e-003

l 6.382e-003

. 5.802e-003

Moclo: 20
Ubicacion de X, Y, Z: 265,128 5e-015 mm
2.901e-003 mm

- 5.221e-003

Valor: . 4.641e-003

. 4.061e-003

. 3.481e-003

Nodlo: 28 . 2.901e-003
Ubicacion de X, Y, Z: [-2.91e-015,25.6 4.56e-015 mm
Valor: 5.502e-004 mm

. 2.321e-003

. 1.740e-003

1.160e-003
5.802e-004
1.000e-030

Fig. 5. Estudio de deformacién realizado en software CAD

Y

I3

*Frontal

Nombre de modelo: Estructura Base
Nombre de estudio: Estudio 1

Tipo de resultaco: D iento estético D ientos1

5. Dimensionamiento de la placa base rayado: Se selec-
ciona una placa de acero inoxidable ASTM A 240 del catdlogo
de aceros de Ivan Bohman y se la analiza como una viga
doblemente empotrada para determinar el espesor de la placa.

Al igual que los ejes guia se busca la inercia requerida para
garantizar la rigidez de la placa, considerando una seccién
rectangular que debe soportar una carga W= 50 N.

La inercia requerida para la placa base de rayado es la mitad
de la requerida por los ejes guia, por lo tanto se tiene:

o p-L3
" 192 E - Yaam

Pagina 4

SON - (0, 34m)3

Ireq = - N
192 - 207G—2 - —0,17mm?3

m
Lreq = 2,9086 exp —10 m*
Al tratarse de una seccion rectangular la inercia estd dada

por

n-D4

req

Ireq = _T )

Considerando h como el espesor de la placa se tiene

3/2,9086 exp —10m*- 12

3403
h=0,0021m =2,17mm

Se selecciona del mercado local una placa de acero inoxi-
dable ASTM A240 de 2.5 mm de espesor, por estandarizacion
la guia central también se fabrica con esta misma placa.

III. RESULTADOS

Para la primera prueba se realiza pruebas con el sensor
de distancia SHARP para ver si las lecturas obtenidas son
las deseadas, para esto tendremos una medida previamente
seleccionada y la compararemos con la del sensor, se puede
ver en la Tabla L.

TABLA1
LECTURAS DE DISTANCIA SENSOR SHARP

Distancia (cm) Lectura (cm) Resultado
5 5.2 3
8 8.4 2
11 10.9 3
15 15.0 3
20 20.1 3
26 25.4 2
29 28.9 3
17 17.2 3
6 6.0 3
24 242 3

Teniendo una tolerancia de +-0.3 cm para ser un valor
aceptable, y considerando 3 como una buena lectura y 1 una
mala lectura se puede ver que las lecturas del sensor son
buenas lecturas y que con los célculos realizados no dara
problemas al momento de ser usada en el proyecto.

Para la segunda se realiza una prueba de tiempo en la cual
se simula la secuencia completa, se toma el tiempo que se
demora en completarla y esta debe estar dentro del rango de
tiempo establecido de 5 a 7 minutos, ver Tabla II. Si se obtiene
un resultado dentro del rango se tiene un SI que significa que
el rayado ha sido satisfactorio, mientras que si va fuera del
rango el rayado ha sido fallido.

Con los resultados de la prueba se puede decir que el
dispositivo si cumplirfa la secuencia completa de rayado dentro
del tiempo estimado, por lo que se podria decir que la
programacién fue realizada de manera correcta.
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TABLA II
LECTURAS DE DISTANCIA SENSOR SHARP

Prueba Tiempo (min) Resultado
Prueba 1 6.55 SI
Prueba 2 6.24 SI
Prueba 3 5.49 SI
Prueba 4 5.48 SI
Prueba 5 7.28 NO
Prueba 6 6.20 SI
Prueba 7 5.39 SI
Prueba 8 5.06 SI
Prueba 9 5.1 SI
Prueba 10 5.33 SI

IV. DISCUSION

Actualmente el disefio de estd maquina tiene la capacidad
de realizar el estriamiento de bacterias en caja Petri con agar,
ya que en la actualidad las maquinas especializadas en estas
dreas son muy costosas y de tamafios excesivos con lo que no
es facil su transportaciéon ni almacenamiento, por otra parte
este dispositivo seria facil de transportar y con su tamafio es
factible ubicarlo en cualquier lugar.

V. CONCLUSIONES

1. El proyecto tiene un enfoque principal para facilitar
y solucionar errores, mostrando de manera cientifica
un desarrollo de bacterias que alcance la automati-
zacién confiable y segura. Manteniendo asi avances
tecnoldgicos, técnicos y evolucionar ante cualquier
simulacién. Dando como facilidad la disminucién
de tiempo para obtener resultados clinicos. Con un
desarrollo clinico a un rango proporcional de resul-
tados entre 5 a 7 minutos por muestra. El dispositivo
disefiado permitird homogeneizar el proceso.

2. La méquina est4 disefiada para ser portétil, con unas
dimensiones de 300 mm de ancho, 400 mm de
profundidad y 200 mm de altura, y que consta de
los siguientes elementos principales:

a) Una estructura de tubo cuadrado de acero inoxi-
dable AISI 304.

b) Un asa bacterioldgica de platino y su sistema
de sujecién que incluye un motor elevador pa-
ra regular la altura durante el movimiento de
estriamiento y un servomotor para controlar el
dngulo del rayado.

¢) Un sistema de movimiento en el plano que
incluye dos motores paso a paso Nemal7 de
4V y 1.2 A y que se conectan con acoples de 5
a 8 mm a un tornillo sinfin de acero de 8§ mm
y dos ejes guias de acero plata (DIN 120WVA)
rectificado de 10 mm como soporte, conectados
en sus extremos con una chumacera KFLO1-001.

d) Un tubo de esterilizacion de acero inoxidable,
con un sistema de calentamiento con resistencia
eléctrica.

(1]

(2]
[3]

(4]

(3]
(6]

(71

(8]
[91
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e) Laplaca del rayado y la base se disefia con acero
inoxidable ASTM?240.

f) La base para la caja Petri incluye un motor paso
a paso para el giro de rayado

g) Un sistema de control compuesto por un micro-
controlador Arduino Mega con una Ramps 1.4
que facilita la conexién y programacién de los
motores.

h) Para la interfaz HMI se disefia con la herramien-
ta de programacién visual Node-RED dentro
de un microordenador Raspberry Pi3, con su
respectiva pantalla en el frente del prototipo.

3. Los resultados de la simulacién del programa mues-
tran que el rayado se realiza entre 5,5 y 6,5 minutos,
con lo cual se cumple el objetivo de obtener un
estriado en el rango de 5 a 7 minutos.

4. Con el desarrollo del presente proyecto en el que se
ha considerado los avances tecnolégicos y con ma-
teriales accesibles localmente, se puede simplificar
y automatizar

5. El dispositivo estd disefiado para un facil manejo,
rapidez y manteniendo precision de cada una de
las evaluaciones dadas o determinadas para dar
resultados positivos, sin alterar ni agregar procesos
fisicos o quimicos que afecten el desarrollo natural
de las bacterias durante el proceso de estriamiento.

6. La maquina tiene como ventajas, definidas por
tiempo, espacio, seguridad y produccién eficaz para
evaluaciones cientificas y especificas, con criterios
de evaluacién y disminucién de tiempo y autentici-
dad en su desarrollo y despliegue de resultados.
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