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Antecedentes

El factor endometrial es clave para que la implantacion embrionaria ocurra con éxito. No
solo es importante evaluar la presencia de malformaciones o anomalias en la cavidad
utering, sino que también es importante determinar el momento en el que el endometrio de
una paciente adquiere un fenotipo receptivo, es decir, cuando comienza su ventana de
implantacion. Pacientes con fallo de implantacion recurrente (RIF) podrian presentar un
desplazamiento de esta ventana, provocando que la fransferencia embrionaria se realice

en un endometrio no receptivo (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril, 2013).

La firma de expresion génica del endometrio permite evaluar la receptividad endometrial,
identificando la ventana de implantacion personalizada de cada paciente. Este andlisis se
realiza con una herramienta disenada, desarrollada y patentada en 2009
(PCT/ES2009/000386) por Igenomix, después de mds de 10 anos de investigacion (Diaz-
Gimeno et al. Fertil Steril, 2011-2013).

Identificar el momento del ciclo endometrial en que la ventana de implantaciéon (WOI) esta
abierta en cada paciente nos permite personalizar la transferencia embrionaria (pET)

acorde a este resultado.

Las investigaciones de Igenomix han demostrado que la sincronizacion entre un embrion
listo para implantar y un endometrio receptivo incrementa las probabilidades de éxito de
las técnicas de reproduccién asistida (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril, 2013; Ruiz-Alonso et al.
Hum Reprod, 2014; ClementeCiscar et al. Hum Reprod, 2018; Simon et al. Reprod BioMEd
Online, 2020).

Oftros grupos externos también han publicado resultados similares en sus pacientes tras guiar
la transferencia embrionaria segun el resultado del ERA (Mahajan J Hum Reprod, 2015;
Hashimoto et al. Reprod Med Biol, 2017; Findikli et al. Hum Reprod, 2018; Pasternak et al. Fertil
Steril, 2018; Taguchi et al. Fertil Steril, 2018; Jia et al. Med Sci Monit, 2022).

ERA (Andlisis de la Receptividad Endometrial), determina el momento 6ptimo del ciclo
endometrial en el que redlizar la transferencia embrionaria.. De esta forma, el fest ERA
puede incrementar las probabilidades de conseguir un embarazo al sincronizar un embrién

preparado para implantar con un endometrio receptivo
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Indicaciones para ERA

El test ERA estd indicado para pacientes con Fallo de Implantacion Recurrente (RIF),
ya que presentan un riesgo mayor de tener un desplazamiento de su ventana de
implantacion (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril, 2013). Por ello este andlisis podria ser
beneficioso para pacientes con 2 ciclos falidos de ovocitos propios o 1 de
ovodonaciéon, en ambos casos con embriones de buena calidad. Por ofro lado,
también se ha explorado la aplicacion de ERA en pacientes sin RIF (Simon et al.
Reprod BioMed Online, 2020).

Nuestros estudios han demostrado que existen otras circunstancias en las que las
pacientes tienen un mayor riesgo de tener una WOI desplazada. En estos casos, ERA

podria ayudar a encontrar el momento éptimo para la transferencia embrionaria:
« Pacientes con IMC > 30 (Comstock et al, 2017; Bellver et al, 2021)

+ Pacientes con atrofia endometrial (grosor endometrial < 6 mm) (Valbuena et al,
2016)

+ Pacientes con adenomiosis (Mahajan et al, 2018)

« Pacientes con embarazos bioquimicos recurrentes (Diaz-Gimeno et al, 2017)
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Metodologia

Este test utiliza tecnologia de secuenciacion masiva (NGS) para andlizar la
expresion génica de 248 genes relacionados con el estatus de receptividad

endometrial.

Los resultados del test se basan en el andlisis de la expresion de estos 248 genes con
un predictor informdatico disenado y desarrollado por Igenomix. Tras secuenciar el
material genético (RNA) de una biopsia endometrial, es posible evaluar si el
endometrio de la paciente es Receptivo o No receptivo en un momento dado de
su ciclo endometrial. Este resultado ird acompanado de una recomendacion para
realizar la fransferencia embrionaria personalizada en cada paciente segin su perfil
endometrial. En algunos casos (10%), se podria necesitar validar la ventana de
implantacion personalizada realizando una segunda biopsia en el dia especificado

por el andlisis del primer test ERA.

Para que el resultado sea reproducible, el test ERA debe realizarse reproduciendo
exactamente las mismas condiciones que tendrd el ciclo de la transferencia
embrionaria (tipo de ciclo, medicacion, forma de administracion...), y siempre en
ciclos naturales o terapias de reemplazo hormonal. Este test no puede realizarse en

ciclos de estimulacion ovdrica.

En algunos casos en los que se haya precisado mds de una biopsia, nuestro equipo
puede ponerse en contacto con usted para recabar informacién en relacién a los
ciclos de la paciente. Esto es para entender si los protocolos se replicaron
exactamente y saber si los resulfados de los ciclos pueden correlacionarse o no. La
correlacion de los resultados ayuda a nuestro equipo de diagnodstico a revisar
ambos resultados y proporcionar una recomendacién mas personalizada, por
ejemplo en el caso de una WOI estrecha. Si no confirmamos esta informaciéon y no
tenemos en cuenta la correlacion, es posible que estemos pasando por alto una
observacion especial que requiera una recomendacion mads personalizada para la
transferencia, mas alld de lo que proporciona nuestro algoritmo.
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La primera biopsia endometrial debera realizarse siempre fras 5 dias completos de
administraciéon de progesterona (P+5) en un ciclo de THS (120 horas con
administracién de progesterona). En Ciclo Natural, la primera biopsia debe tomarse
7 dias (168 horas) después del uso de hCG (hCG+7) o después del pico de LH
(LH+7). También podria tomarse é dias después de la ovulacion confirmada por
ecogrdfia (aunque esta Ultima opcidn no es la dptima, ya que es dificil asegurar la

reproducibilidad de los resultados).

En el caso de transferir embriones en dia 3, la biopsia deberd hacerse igualmente en
P+5 o hCG+7, ya que el test ERA analiza el endometrio en el momento de la
implantacion. De esta manera, si se obtiene un resultado receptivo en P+5 se
deberd transferir un blastocisto en P+5 o un embrion de dia 3 dos dias anfes, es

decir, en P+3.
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Interpretacion de los resultados

Receptivo: El perfil de expresion génica es compatible con un endometrio
receptivo. Se recomienda la transferencia de blastocisto(s) en las mismas

condiciones en las que se realizd el test ERA.

Receptivo tardio: El perfil de expresion génica es compatible con un endometrio al
final de la fase receptiva. Se recomienda adelantar la transferencia de

blastocisto(s) 12 horas respecto al momento en el que se realizd el test ERA.

Pre-receptivo: El perfil de expresion génica es compatible con un endometrio en
fase pre-receptiva. Esto podria deberse a un desplazamiento de la ventana de
implantacion. En un 5% de los casos (cuando este desplazamiento es de 2 dias) se
podria requerir, para su validacion, una nueva biopsia endometrial en el dia

indicado.

Post-receptivo: El perfil de expresion génica es compatible con un endometrio en
fase post-receptiva. Esto podria deberse a un desplazamiento de la ventana de
implantacion. Para su validacion, se debe realizar una nueva biopsia endometrial

en el dia indicado.

Proliferativo: El perfil de expresion génica es compatible con un endometrio en fase
proliferativa. Se recomienda contactar con el laboratorio ERA para evaluar el

protocolo en el que se haya realizado la biopsia endometrial.

* En aproximadamente el 3,3% de las muestras recibidas no se puede obtener un diagndstico,
esto se debe a la obtencidon de un perfil no informativo o a la baja cantidad/calidad del
material genético obtenido.

* Sequir las recomendaciones del informe ERA no garantiza la implantacion. Los fallos de
implantacion pueden deberse a otfros factores.
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Seguimos estrictos criterios de calidad para garantizar que la integridad vy la
cantidad de ARN sean adecuadas, evitando posibles resultados artefactuales que

podrian afectar negativamente el resultado clinico de sus pacientes.

ARN no vdlido: En el andlisis transcriptdmico (cualquiera que sea la técnica) se
necesita una adecuada integridad del ARN para garantizar la fiabilidad del
resultado. En los casos en los que el ARN esté muy degradado, el perfil de expresion
génica obtenido no seria fiable. Esto ocurre en aproximadamente el 1,2% de las
muestras recibidas. En estos casos es necesario evaluar una nueva biopsia

endometrial (sin ningun cargo). Posibles causas: tfamano de muestra demasiado

grande, contaminacion y/o temperatura alta (235 °C) durante el envio.

ARN insuficiente: Aunque con NGS la cantidad minima de ARN necesaria para el
andlisis es muy baja, a veces una baja concentracion de ARN puede conducir a un
resultado inexacto. Nuestros estrictos sistemas de control nos permiten identificar la
fiabilidad del resultado obtenido. Solo en alrededor del 1,5% de las muestras
recibidas no es posible determinar un perfil de expresion génica preciso porque no
hay suficiente material genético. En estos casos es necesario evaluar una nueva

biopsia endometrial (sin ningun cargo). Posibles causas: baja cantidad de tejido

adecuado.

No Informativo: Este resultado se obtiene cuando el perfil analizado no coincide con
los perfiles de expresion génica de control presentes en el predictor de ERA. En estos
casos nuestro equipo de ERA se pondrd en contacto usted para evaluar el
protocolo en el que se realizd la biopsia endometrial. Solo ocurre <0,7% de las
muestras analizadas y en >95% de los casos, estd relacionado con la muestra en si,
no con el endometrio, ya que con una nueva biopsia (sin cargo) es posible obtener
un resultado valido estd relacionado con la muestra en si, no con el endometrio, ya

gue con una nueva biopsia (sin cargo) es posible obtener un resultado valido.

En cualquiera de estos casos, nuestro equipo de ERA lo apoyard y guiard,
asegurdndose de que podamos encontrar un resultado vdlido para su paciente,

confiando, en que buscamos colidod%( confiabilidad.
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Ejemplo informe ERA

El objetivo de este test es proporcionar a los doctores un diagndstico molecular

objetivo de la salud reproductiva endometrial de la paciente.

Este test deberd ser prescrito e interpretado por el doctor que realizard la posterior

fransferencia emlbrionaria

Sorvsser m B |ge|'|o|'|'||x-‘fc Para obtener una recomendacion
e o FART OF VITROLIFE GROUP pET expresadq en horqs,
) necesitamos la fecha y hora de Ia
ERA (DIAGNOSTICO DE RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL) b . d _I_ . | d |
e — e — e p— IOPSIaendometnial y uno ae 10s
T - S siguientes datos (dependiendo del
e, — WO biopsia tipo de ciclo):
Fecha inicio P4:
Fecha biopsia: o
Tipo de ics - Fecha y hora de la primera toma
RESULTADO DEL TEST: de P 4 (CiClO TRH)
RECEPTIVO RECEPTIVO TARDIO
o con intracn i 1 2 v menescon sdmmsiacon de oot b - Fecha y hora de inyeccién de
dmnmhmdwsetmmhupsaaﬂumd] No se requiere una nueva biopsia endometrial. ** . -
— ~ hCG , o pico de LH u ovulacion
pf— } . (Ciclos naturales)
: v : ™.
: : ™~
. : \\\
1 1 S | ,

Pre-Receptivo Receptivo Post-Receptivo *| El informe ERA indicard el momento
INTERPRETACION DE SU RESULTADO: 6ptimo para realizar la fransferencia
m:mmmm“mmmw;m?:(m%“x% personalizada de embriones (pET), o
Aokl co P 1 o Wi S O 7 K s S N cudando realizar una nueva biopsia
o mnirgruresos . et i o b et ERA (segun corresponda) .
mhmhﬁm&hmm& pico de LWHOG administracion: Menor que 1 ng/mi. Fechs de s medida:

;‘;;;.’:; g “*wdmw*‘"&lrnhwmmmﬂymuhw
DESCRIPCION DEL TEST
ERA (Andlisis de receptivid: d ial) s un test diagndstico molecular que se utiiza para determinar si o endometrio
(hmummmedm)meﬂmm&S¢amama

enqued listo para la impl del embridn. Este método de diagndstico
nﬂmk!bﬁmnﬁ'dwﬁl*wmddmmm &mﬂmERﬂmﬂaam
cudndo el endometrio presenta las condiciones ideales para la impl del embricn, ' de un
tratamiento de fertilizacion in vitro exitoso.
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g | |y el L e TR
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Reproducibilidad de los resultados

Se ha demostrado que el resultado de ERA es reproducible durante al menos 36
meses, siempre que se cumpla lo siguiente:

El protocolo de preparacion del endometrio debe replicarse exactamente para
los ciclos de biopsia y transferencia.

El grosor del endometrio debe estar dentro del mismo rango de uno de los tres
siguientes: <6 mm, 6-12 mm, >12mm; tanto en ciclo de biopsia como de
transferencia.

Los cambios en el IMC pueden ir acompanados de un cambio en la ventana de
implantacion. Es posible que deba repetirse la prueba ERA después de cambios
significativos en el IMC (cambiar de > 30 a < 30) para garantizar la precision de
los resultados.

La intervencion a nivel uterino puede afectar la WOI. Después de este tipo de
intervenciéon, se debe evaluar si es necesario realizar un nuevo test ERA. De
hecho, si su paciente requiere alguna intervencién a nivel uterino antes de la
transferencia embrionaria, el test ERA debe readlizarse después de este
procedimiento.

Progesterona endégena debidamente controlada en ciclos de biopsia vy
transferencia, debe ser < 1 ng/ml dentro de las 24 horas previas a la primera
toma de progesterona (ciclos THS) o en LH+0/hCG+0 (ciclos Naturales).
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Arbol de decisién ERA

Segunda biopsia No receptiva sin Evaluacién
gndomefriql Test ERA |- Res;éf/:}do recomendaciéon —»  |ndividual
PET del caso

Recomendacion nueva biopsia
(Pre-receptiva 2 dias o Post-receptiva)

| Recomendacion de pET »:
Recomendacion
individualizada

Primera biopsia Resultado
endometrial TestERA 1>

ERA

Recomendacion de pET
(Receptivo o Pre-receptivo 1 dia)

| Y Seguir TRA
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Antecedentes

El Proyecto Microbioma Humano (HMP) destaca la importancia de los
microorganismos y sus genomas en la salud de las personas y el estudio de las

enfermedades (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Este estudio ha demostrado la importancia de identificar desequilibrios (disbiosis) en

la microbiota para mejorar el manejo clinico en diferentes dreas de la medicina.

Un estudio cientifico realizado por Igenomix confirmé la existencia del microbioma
endometrial, y puso de manifiesto que la disbiosis de la cavidad uterina estd
asociada a peores resultados en pacientes sometidas a tratamientos de
reproduccion asistida. Esto sugiere que, desviaciones patogénicas en los niveles de
bacterias endometriales juegan un papel clave en la infertilidad. (Moreno et al. Am
J Obstet Gynecol, 2016).

EMMA (Endometrial Microbiome Metagenomic Analysis) puede determinar si el

entorno microbiano uterino es éptimo para la implantacion del embrion.

EMMA proporciona una vision completa de la composicion bacteriana endometrial,
incluidos los patdgenos causantes de endometritis cronica (EC) que pueden

estudiarse especificamente en ALICE.

Document: SPA_L_I_ERA_013_ES: Manual EndomeTRIO_Custom OA (ES) v1.0
Authorised on: 08-May-2023. Authorised by: diana valbuena.

Igenomm

PART OF VITROLIFE GROUP” Page 18 of 51

18



EM

MA

Evaluates the
endometrium at the
microbiological level

g

Indicaciones para EMMA

Las ventajas del andlisis del microbioma endometrial en pacientes con Fallo de
Implantacion Recurrente (RIF) y Aborto de Repeticion (CM) han sido demostradas
(Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2016). En cualquier caso, EMMA puede ser
beneficioso para cualquier mujer que desee ser madre, analizando el ADN

microbiano presente en el entorno que recibird al embrion.

Metodologia

El EMMA es un test molecular que proporciona informacion sobre la microbiota en el
tejido endometrial mediante el andlisis de un panel personalizado de bacterias que
incluye informacidon sobre las especies de Lactobacillus mds frecuentes y bacterias
potencialmente patdégenas del tracto reproductivo (algunas de ellas relacionadas
con la endometritis cronica). Este método se basa en la deteccion del ADN
bacteriano mediante RT-PCR, que se traduce en diferentes perfiles que se han
relacionado con el éxito del embarazo. La extraccion de ADN seguida de la
amplificacion especifica del microorganismo permite cuantificar las bacterias

especificas presentes en una muestra.

Una sola muestra de endometrio contiene células endometriales y bacterianas.
Estas pueden analizarse para predecir tanto la receptividad endometrial (mediante
el test ERA) como el microbioma endometrial. EMMA proporciona asi una vision

microbiolégica del endometrio, dar soporte al manejo clinico de las pacientes.
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Ejemplo informe EMMA

El informe EMMA muestra 3 tablas con los rangos de referencia

obtenidos para cada bacteria del panel,

endometrial:

mediante el andlisis de una muestra

y los valores

Informacién de la paciente

RECOMENDACION

*Valores fuera del rango de referencia.

Informacién de la muestra

Iaenoml)(@

PART OF VITROLIFE GROUP"

ENDOMETRIAL MICROBIOME METAGENOMIC ANALYSIS (EMMA)

Informacién de la clinica

Eo E
VALOR. | reRENCIA

N/A
N/A
N/A
A
NjA
NJA
N/A
N/A

N/A

 NA

absent
=363
<3.58
<357
s 3.57
= 3.57
absent
= 3.57

=3.57

<358

NHC: Fecha de Clinica:
Nombre de la recepcién: Doctor:
paciente: Fecha/hora del
Fecha de informe:
nacimiento: Tipo de muestra:
Alergia a Tipo de ciclo:
antibidticos: Dia dal cidle:
Mo. Biopsia:
Fecha de la
biopsia:
RESULTADOS DEL TEST EMMA: RESULTADOS DEL TEST ALICE:
BACTERIA | RESULTADO VALOR !:E‘:’::EDNDCElA BACTERIA | RESULTADO |
Lactobacillus crispatus No detectada WA 2371 Chiamychia trachomatis No detectada
Lactobacillus gasseri | Detectada | 426 =160 Enterococcus faecalis | Mo detectada
Laciobactbis iners o debectics 1WA >357 _Dcherichiscoll | Nodetectads |
Lactobacillus jensenii No detectada NA | z370 Klebsiella preumonise | No detectada
PATOGENOS DEL TRACTO REPRODUCTIVO Mycoplasma genftalium Mo detectada
Actinomiyces israelif No detectada NA absent Mycoplasima hominis Mo detectada
Atopobium vaginae | No detectada NfA <357 Neisseria gonorrhoeae | Mo detectada
Bacteroides fragils | MNodetectada | MA | =357 Staphylococcus aureus No detectada
Bifidobacterium sop | Nodetectada | N/A a2z S m!::#’&’ o
Clostridium sordel No detectada NA absent ; T
Dialister spp Detectada  3.62% | =357
e ———— = pro
Gardnerelia vaginalls | Modetectads | WA | 5372
Haemaphilus ducreyi | MNodetectada | MN/A absent
Mycobacterium tuberculosis No detectada | N/A absent
Mobiluncus spp | Detectada | 3.77% | <357
Peptostreptococcus anaerobius | No detectada N/A <357
Porphyromonas asaccharolytica | No detectada N/A <357
FPrevotella bivia | MNodetectada | N/A <357
Prevotella disiens | Nodetectada | WA | =357
Sneathia soo | MNodetectada | WA | =357
Treponema patidm No detectada NA absent

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un endometrio Lactobacillus-dominado para aumentar las
probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segin las guias estandares de Microbiologia (4,5), en caso de posible
infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento sugerido seria amoxicilina 500mg/8h, via oral durante
7 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto reproductivo, se sugiere el uso de probidticos vaginales compuestos por
Lactobacillus durante el periodo de dias establecido por el fabricante y en la dosis indicada por el mismo.

Asimismo, recomendamos el andlisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo las instrucciones
del test para la toma de muestras.
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Los rangos de referencia para todas las bacterias incluidas en el test EMMA se han
calculado analizando muestras de mujeres con un nacido vivo pertenecientes a un

estudio clinico que dio lugar a la publicacion cientifica Moreno et al, Microbiome

2022.

Los resultados del test EMMA se muestran en 3 tablas con la siguiente informacion:

1) Tabla 1: cantidades de Lactobacillus que se encuentran con mayor frecuencia en

el fracto reproductivo.

LACTOBACILLUS
RANGO DE
BACTERIA RESULTADO e
Lactobacillus crispatus No detectada N/A =371
Lactobacillus gasseri Detectada 3.21% = 3.60
Lactobacillus iners No detectada N/A > 3.57
Lactobacillus jensenii No detectada N/A = 3.70

*Valores fuera del rango de referencia.

Los valores fuera del rango de referencia se identifican en negrita y con un asterisco:

- Sial menos una de las especies de Lactobacillus se encuentra dentro del rango

de referencia, se considera un resultado normal.

- Los niveles de Lactobacillus se considerardn fuera del rango cuando no se

detecta ninguna de las especies analizadas o se detectan con valores por

debajo del rango de referencia establecido.
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2) Tabla 2: patégenos comunes del tracto reproductivo con relevancia clinica y no

relacionados con la endometritis cronica:

PATOGENOS DEL TRACTO REPRODUCTIVO

Actinomyces israelii No detectada N/A absent
Atopobium vaginae Detectada 3.72% < 3.57
Bacteroides fragilis No detectada N/A =< 3.57
Bifidobacterium spp No detectada N/A < 4.22
Clostridium sordelii No detectada N/A absent
Dialister spp No detectada N/A < 3.57
Fusobacterium nucleatum No detectada N/A absent
Gardnerella vaginalis No detectada N/A < 3.72
Haemophilus ducreyi No detectada N/A absent
Mycobacterium tuberculosis No detectada N/A absent
Mobiluncus spp No detectada N/A < 3.57
Peptostreptococcus anaerobius No detectada N/A = 3.57
Porphyromonas asaccharolytica No detectada N/A < 3.57
Prevotella bivia No detectada N/A < 3.57
Prevotella disiens No detectada N/A =< 3.57
Sneathia spp No detectada N/A < 3.57
Treponema pallidum No detectada N/A absent

*Valores fuera del rango de referencia.

Los valores de patégenos fuera del rango de referencia se identifican en negrita y

con un asterisco.

Nota: Si alguno de los patégenos asociados a las Infecciones de Transmisién Sexval (Haemophilus ducreyi y/o
Treponema pallidum) estd fuera del rango de referencial, se recomendard una prueba confirmatoria adicional.
Las infecciones causadas por estas bacterias son de noftificacidon obligatoria a las Autoridades Sanitarias locales
en los diferentes paises. En caso de que se identifiquen estos patdgenos, es responsabilidad del médico declarar

estas infecciones.
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3) Tabla 3: patdgenos mads frecuentes causantes de endometritis cronica (test ALICE)

RESULTADOS DEL TEST ALICE:

PATOGENOS RELACIONADOS CON ENDOMETRITIS CRONICA

BACTERIA RESULTADO ol
Chlamydlia trachomatis No detectada N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A < 3.63
Escherichia coli No detectada N/A < 3.58
Klebsiella pneumoniae No detectada N/A < 3.57
Mycoplasma hominis Detectada 3.71% < 3.57
Myoplasma genitalium No detectada N/A < 3.57
Neisseria gonorrhoeae No detectada N/A absent
Staphylococcus aureus No detectada N/A < 3.57

Streptococcus agalactiae group B/
Streptococcus viridans

Ureaplasma urealyticum No detectada N/A < 3.58

*Valores fuera del rango de referencia.

No detectada N/A < 3.57

Los valores de patéogenos fuera del rango de referencia se identifican en negrita vy

con un asterisco.

Nota: Si alguno de los patégenos asociados a las Infecciones de Transmision Sexual (Chlamydia trachomatis y/o
Neisseria Gonorrhoeae) estd fuera del rango de referencia, se recomendard una prueba confirmatoria
adicional. Las infecciones causadas por estas bacterias son de noftificacion obligatoria a las Autoridades
Sanitarias locales en los distintos paises. En caso de que se identifiquen estos patdgenos, es responsabilidad del

médico declarar estas infecciones.
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El informe EMMA también incluye una recomendacion (si es necesario) para lograr

un tracto reproductivo dominado por Lactobacillus, aumentando las posibilidades

de lograr el embarazo, como se describe en la literatura cientifica. Asimismo, se

incluye también un apartado con la interpretacion de todos los resultados

obtenidos. Ejemplos:

RECOMENDACION

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un endometrio Lactobacillus-dominado para aumentar las
probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segun las guias estandares de Microbiologia (4,5), en caso de posible
infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento sugerido seria azitromicina 500mg/24h el primer dia
y 250mg/12h durante 4 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto reproductivo, se sugiere el uso de probidticos
vaginales compuestos por Lactobacillus durante el periodo de dias establecido por el fabricante y en |a dosis indicada por el
mismo.

Asimismo, recomendamos el analisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo las instrucciones
del test para la toma de muestras.

INTERPRETACION DEL RESULTADO DE EMMA:

No se ha detectado DNA de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo, no relacionadas con endometritis
cronica, en la muestra endometrial.

No se ha detectado DNA de Lactobacillus en la muestra endometrial. Lactobacillus es la bacteria predominante en el tracto
reproductivo femenino durante la edad reproductiva. No es necesario tener diferentes especies de Lactobacillus, pero al
menos una de ellas deberia estar dentro del rango establecido como valor normal.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE:

Se ha detectado ADN de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo relacionadas con endometritis crénica
fuera del rango de referencia. Igenomix recomienda normalizar esos valores antes de realizar una transferencia embrionaria
para aumentar las probabilidades de lograr un embarazo segun lo descrito en la bibliografia cientifica (1,2,3).

Nota: los nUmeros entre paréntesis en los texto del informe, hacen referencia a publicaciones cientificas que

se indican al final de informe.
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Beneficios del analisis molecular de la
microbiota vs el cultivo microbiano

El cultivo microbiano es el método estandar utilizado para la evaluacion de la
poblacion de bacterias y las infecciones. Sin embargo, se ha demostrado que,
dependiendo de la ubicacion, entre el 20% vy el 60% de las bacterias, no pueden ser
cultivadas. La evaluacion molecular del microbioma permite detectar las bacterias

cultivables y no cultivables presents en la muestra.

CULTIVO MOLECULAR

El uso de RT-PCR para detector
todas las bacterias (incluyendo las
de cultivo dificil)

La identificaciéon de patdégenos

AP endometriales cultivables

OBJETIVIDAD EN LOS
RESULTADOS

ESPECIFICIDAD (TTO AB
DIRIGIDO)

DETECC. BACT. NO

CULTIVABLES NO

TIEMPO RESULTADOS CORTO NO
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Arbol de decisiones EMMA

Toma de

oigelel Test EMMA
endometrial

para

EMMA

g

Patégenos detectados
fuera del rango de

v

Patégenos

detectados fuera [P
del rango de
referencia

Terapia * Tomar biopsia Test
(antibioticos + ' ¢ endometrial para
test EMMA EMMA

referencia

£ Bajo nivel de
esulrados f
EMMA Lactobacillus

probidticos)

Bajo nivel de
Lactobacillus

test

A

Tratamiento
robidtico

Normal’

A

A

Tratmiento
robidtico

Fin

N Seguir
TRA

Normal’ l

' Normal: no se detectan patdégenos y Lactobacillus dentro del intervalo de referencia.
*Tras el tratamiento, debe decidirse si se pasa directamente a la transferencia embrionaria o se repite la
prueba EMMA para garantizar la eliminacién de patdégenos.
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Antecedentes

El mejor ejemplo de una patologia causada por una microbiota anormal es la
Endometritis Crénica (EC). La EC es una inflamacion persistente del endometrio,
causada por una infeccién uterina provocada por bacterias patégenas.
Generalmente es asinfomdtica y los métodos habituales de diagndstico (histologia,
histeroscopia y cultivo microbiano) no son eficaces, por lo que la enfermedad suele
pasar desapercibida a pesar de que afecta aproximadamente al 30% de las
pacientes infértiles, y puede llegar al 66% de las pacientes con Fallo de

Implantacion Recurrente y Aborto de Repeticion.

Un estudio realizado por Igenomix ha demostrado que el andlisis molecular de la EC
es un método de diagndstico fiable en comparacion con los métodos cldsicos
(Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2018). Este nuevo enfoque deberia mejorar la
deteccion de esta patologia endometrial a menudo no diagnosticada, al identificar

microorganismos especificos y permitir un tratamiento guiado y personalizado.

ALICE (Analysis of Infectious Chronic Endometritis), detecta las bacterias mas
frecuentes causantes de endometritis crénica. Esto amplia el servicio ofrecido por
lgenomix, para evaluar el endometrio a nivel microbioldgico, con el objetivo de

mejorar el manejo clinico de las pacientes con esta enfermedad silenciosa.

Indicaciones para ALICE

ALICE puede ser beneficioso para cualquier paciente que desee concebir, al
evaluar el entorno microbioldgico que encontrard el embridon en el momento de la
implantacion. ALICE también puede ser beneficioso para pacientes con
anfecedentes de aborfo recurrente y/o fallo de implantacion, ya que el CE se ha

relacionado con estos eventos.
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Metodologia

El test ALICE vutiliza RT-PCR para proporcionar un cribado molecular de la EC en el
tejido endometrial mediante el andlisis de las bacterias que con mayor frecuencia
se relacionan con la enfermedad (Sfrepfococcus agalactiae (grupo B) vy
Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Mycoplasma
hominis, Mycoplasma genitalium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae).

La tecnologia utilizada para este fin se basa en la exiraccién de ADN seguida de
una amplificacion especifica del microorganismo que permite cuantificar las
bacterias objetivo presentes en una muestra. Tras recibir la biopsia endometrial y
extraer el material genético (ADN), se evaluan los requisitos minimos de calidad de

la muestra antes de utilizar las técnicas de deteccion.

Una sola muestra de endometrio contiene tanto células endometriales como
bacterianas. Estas pueden analizarse mediante secuenciacién para predecir la

receptividad endometrial y RT-PCR para el estudio de los patdgenos mencionados.
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Ejemplo informe ALICE

El informe EMMA muestra una tabla con los rangos de referencia y los valores
obtenidos para cada bacteria del panel, obtenido del andlisis de una muestra

endometrial:

Ioenomw

PART OF VITROLIFE GROUP®

ANALYSIS OF INFECTIOUS CHRONIC ENDOMETRITIS (ALICE)
Informacion de la muestra Informacién de la clinica

NHC: Fecha de Clinica:
Nombre de la recepcion: Doctor:
paciente: Fecha/hora del
Fecha de informe:
nacimiento: Tipo de muestra:
Alergia a Tipo de ciclo:
antibiéticos: Dia del ciclo:
No. Biopsia:
Fecha de la
biopsia:

RESULTADOS DEL TEST ALICE:
PATOGENOS RELACIONADOS CON ENDOMETRITIS CRONICA

BACTERIA RESULTADO | VALOR RANGO DE REFERENCIA

Chiamydia trachomatis No detectada N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A | <3.63
Escherichia coll No detectada NfA < 3.58
Kiebsiella pneumoniae No detectada | NfA | < 3.57
Mycoplasma genitalium No detectada N/A <357
Mycoplasma hominis No detectada N/A < 3.57
Neisseria gonorrhoeae No detectada N/A absent
Staphylococcus aureus No detectada N/A = 3.57
Streptococcus agalactiae group B/ Streptococcus viridans No detectada N/A =< 3.57
Ureaplasma urealyticum No detectada N/A < 3.58
RECOMENDACION

No recomendamaos realizar ninguna intervencidn microbioldgica.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE

No se ha detectado DNA de bacterias potencialmente patdgenas, relacionadas con endometritis cronica, en la muestra
endometrial.

COMENTARIOS ADICIONALES

Ninguno
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Los valores de patégenos fuera del rango de referencia se identifican en negrita vy

con un asterisco.
RESULTADOS DEL TEST ALICE:
PATOGENOS RELACIONADOS CON ENDOMETRITIS CRONICA

BACTERIA RESULTADO VALOR RANGO DE REFERENCIA

Chlamydia trachomatis No detectada N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A <3.63
Escherichia colf No detectada N/A ' <3.58
Kiebsiella pneumoniae No detectada N/A < 3.57
Mycoplasma genitalium No detectada N/A <3.57
Mycoplasma hominis No detectada N/A < 3.57
Neisseria gonorrhoeae | No detectada N/A ' absent
Staphylococcus aureus No detectada N/A < 3.57
Streptococcus agalactiae group B/ Streptococcus viridans No detectada N/A < 3.57
Ureaplasma urealyticum No detectada N/A < 3.58

*Valores fuera del rango de referencia.

Nota: Si alguno de los patégenos asociados a las Infecciones de Transmision Sexual (Chlamydia trachomatis y/o
Neisseria Gonorrhoeae) estd fuera del rango de referencia, se recomendard una prueba confirmatoria
adicional. Las infecciones causadas por estas bacterias son de noftificacion obligatoria a las Autoridades
Sanitarias locales en los distintos paises. En caso de que se identifiquen estos patdégenos, es responsabilidad del

médico declarar estas infecciones.

El informe ALICE también muestra una recomendacion (en caso necesario) para
aumentar las probabilidades de lograr un embarazo sano, tal como se describe en

la literatura cientifica, asi como una interpretacion del resultado obtenido.

RECOMENDACION

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un endometrio Lactobacillus-dominado para
aumentar las probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segun las guias estandares de
Microbiologia (4,5), en caso de posible infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento
sugerido seria amoxicilina 500 mg,/8h, via oral durante 7 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto
reproductivo, se sugiere el uso de probidticos vaginales compuestos por Lactobacillus durante el periodo de
dias establecido por el fabricante y en la dosis indicada por el mismo.

Asimismo, recomendamos el analisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo
las instrucciones del test para la toma de muestras.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE:

Se ha detectado ADN de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo relacionadas con
endometritis cronica fuera del rango de referencia. Igenomix recomienda normalizar esos valores antes de
realizar una transferencia embrionaria para aumentar las probabilidades de lograr un embarazo segin lo
descrito en la bibliografia cientifica (1,2,3).

En caso de prescribir un tratamiento, resomendamos analizar una nueva biopsia una vez terminado para
confirmar la normalizacion de los valores de las bacterias patdgenas. La nueva muestra debe tomarse
siguiendo las indicaciones del test.

COMENTARIOS ADICIONALES
Ninguno.

Nota: los nUmeros entre paréntesis en los texto del informe, hacen referencia a publicaciones cientificas que

se indican al final de informe.
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Beneficios del andlisis molecular de la
microbiota vs histologia, histeroscopia y
cultivo microbiano.

El diagndstico actual de la EC se basa fradicionalmente en la histologia, la
histeroscopia y/o el cultivo microbiano. Sin embargo, estos tres métodos cldasicos
proporcionan resultados no concluyentes o erroneos en el 80% de los casos.
Mientras que la histologia suele infradiagnosticar la EC, la histeroscopia suele
sobrediagnosticar la enfermedad. Estos métodos no pueden identificar con
precision los agentes patdgenos causantes de la enfermedad, y a menudo se

prescriben antibidticos de amplio espectro.

El cultivo microbiano es capaz de aislar el patégeno causante; sin embargo, entre
el 20% y el 60% de las bacterias no pueden culfivarse en condiciones de laboratorio

estandar o no suelen evaluarse en la prdctica clinica.

La microbiologia molecular presenta resultados equivalentes a los resultados
combinados obtenidos mediante el uso de histologia, histeroscopia y cultivo

microbiano (Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2018).

_ HISTOLOGIA | HISTEROSCOPIA CULTIVO MOLECULAR

|dentificacion de |dentificacion de Uso de RT-PCR para

células edema estromal, Identificacién de
lasmdticas hiperemia epitelial atébgenos CRSEIET S /AEIN
BASADO EN P P ! op patogen de todas las bacterias
CD138+ en el focal o difusa y/o endometriales . -
. . (incluso las dificiles de
estroma la presencia de culfivables .
. . L culfivar)
endometrial micropolipos
OBJETIVIDAD EN
LOS RESULTADOS NO NO
ESPECIFICO (Tto AB
dirigido) NO NO
DETECC. BACT NO
CULTIVABLES NO NO NO S|
TIEMPO RESULTADOS
CORTO NO NO
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Arbol de decisién ALICE

Patégenos
relacionados con EC
detectados fuera del
rango de referencia

Patégenos

relacionados v - Toma de biopsia
con EC ISRETSIE) * endometrial Test
H| (antibicticos + > &
detectados probidticos) para fest ALICE ALICE

fuera del rango
de referencia

Resultado
test ALICE

Toma de

Patégenos
relacionados con EC

Resultado

biopsia
Test ALICE ALICE

endometrial

DCXSCTEeST dentiro del rango de
referencia o no
detectados
Patégenos .
relacionados Seguir
con EC dentro TIRA

del rango de
referencia o no
detectados

*Tras el tratamiento, debe decidirse si se pasa directamente a la transferencia embrionaria o se
repite la prueba ALICE para garantizar la eliminacion de patdégenos.
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EndomeTRIO

Requisitos para la toma de la biopsia
endometrial

La biopsia endometrial para los test ERA, EMMA, ALICE o EndomeTRIO debe

tomarse siguiendo todas las indicaciones de este manual.

La biopsia endometrial puede tomarse en la consulta del ginecdlogo, sin utilizar
anestesia. Si se va a tomar una biopsia durante una histeroscopia, se
recomienda tomarla al inicio del procedimiento, antes de distender la cavidad
uterina y sin utilizar fratamiento antibidtico antes, durante o después del
procedimiento. La biopsia sélo puede tomarse si la histeroscopia es

observacional y no se va a realizar alguna intervencion.

Para realizar los test EMMA o ALICE (solos o con el test ERA), debe evitarse la
administracion de antibidticos al menos los 7 dias previos a la toma de la
muestra, durante el procedimiento y hasta la recepcion de los resultados del
test. De este modo, el microbioma del dia de la biopsia serd representativo del
microbioma del paciente el dia en que se reciban los resultados de la prueba.
Cualquier farmaco que pueda alterar la microbiota o el estado inmunolégico
del paciente también debe incluirse en el formulario de solicitud del test,
incluyendo todos los datos relacionados con la toma de antibidticos durante el
mes anterior a la biopsia (principio activo, via de administracion, dosis vy

duracion del tratamiento).
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Dia de la biopsia endometrial para ERA solo
o combinado con EMMA/ALICE

En el caso de que se solicite un test ERA (solo o combinado con otros test), la biopsia
endometrial debe realizarse de acuerdo con las indicaciones descritas a

continuacion:

1. El diagnéstico ERA es vdlido para el tipo de ciclo en el que se realizé el test, por lo
que el embridon debe transferirse en el mismo fipo de ciclo y en la ventana
personalizada de implantacion dentro de la cual se obtuvo un diagndstico
"Receptivo”. Por lo tanto, el tipo de ciclo para la biopsia debe coincidir con el

tipo de ciclo previsto para la transferencia embrionaria.

2. Tipo de ciclo: Terapia hormonal sustitutiva (P+5) o Ciclo natural

(hCG+7/LH+7/Ovulacion+é) como se explica a continuacion. Nota: Si se van a

transferir embriones de dia 3, la biopsia debe realizarse igualmente en P+5 o

hCG+7/LH+7/Ovulacién+é, ya que la ERA comprueba el endometrio en el
momento de la implantacion. De este modo, si tiene un resultado receptivo en
P+5, transferird un blastocisto en P+5 o un embrién de dia 3 dos dias antes, es

decir, en P+3.

2a) Ciclo de Terapia Hormonal Sustitutiva (THS): consiste en un fratamiento
con estrogenos y progesterona para preparar el endometrio de forma
controlada, similar a un ciclo natural para la transferencia de embriones,

utilizando el protocolo habitual de la clinica o nuestro protocolo estdndar:

La paciente inicia la terapia con estradiol a partir del 1° o 2° dia del ciclo
menstrual. La ecografia se realiza entre 7 y 10 dias después. Tenga en cuenta
que no recomendamos que la terapia con estradiol se prolongue mas de 17

dias antes del inicio de la toma de progesterona.
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Se inicia la toma de progesterona (P4) cuando se alcanza un endometrio
trilaminar >6 mm con una P4 sérica <1 ng/ml (en las 24 horas previas al inicio
de la P4 exdgena), continuando con el fratamiento de estradiol. El dia en que
se inicia el tratamiento con P4 se denomina P+0, y la biopsia se toma el dia
P+5, fras 5 dias completos (120 horas desde la primera toma hasta la recogida

de la biopsial).

Protocolo THS de rutina:

Ciclo THS Viedida de ADMINISTRACION P4
P4 ENDOGENA < 1 ng/ml BIOPSIA
EXOGENA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 16 17
g P+0* P+1 P+2 P+3 P+4 P+5

Leyenda 120h

[ £2 Exégeno Ecografia vaginal: ( rs)
] ndom. Trilaminar > 6 mm .
End Trilami 6

|:| P4 Exdgena pPET basada en P+0

« En un ciclo de THS es muy importante asegurarse de que no hay ovulacion,
por lo que el nivel de P4 endégena debe medirse siempre en las 24 horas
previas a la primera toma de P4. El nivel debe ser <Ing/ml, de lo contrario
la recomendacion es cancelar el ciclo y comenzar uno nuevo. Si no se
controla adecuadamente la P4 enddgena, puede producirse un artefacto
de P4 enddgena que puede afectar a la precision y reproducibilidad de los

resultados de la ERA.

« El tiempo de transferencia embrionaria personalizado (pET) se basard en el
tiempo total de exposicion a la progesterona exégena (el punto de

referencia serd el dia P+0).
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2b) Ciclo natural: Para los Ciclos Naturales siempre necesitamos tener una
fecha de referencia en cuanto al momento de la ovulacion, que podria ser

una de las tres opciones siguientes:

Fecha de hCG (recombinante o urinaria): se administra hCG segun los
pardmetros rutinarios en un ciclo natural (tamano del foliculo >17 mm). El
dia de la administracion de hCG se considera como hCG+0 y la biopsia
se tomard 7 dias después, a las hCG+7 (168 horas después del disparo de
hCG).

Fecha del pico de LH: para detectar correctamente el pico de LH, los
niveles de LH en orina o sangre deben medirse durante varios dias
seguidos (a partir del dia 9 en un ciclo regular) obteniendo al menos un
resultado positivo flanqueado por dos negativos. El dia del pico de LH se

considera como LH+0 y la biopsia se fomarda 7 dias después, a LH+7.

Fecha de ovulacién: La muestra también puede recogerse en un ciclo
natural, durante la fase secretora, ya que la ovulacion induce la
produccion de estrogenos y progesterona. El dia de la ovulacion
determinado por ecografia se considerarad Ov+0 y la biopsia se recogerd

6 dias después, a Ov+6.

En los ciclos Naturales, se puede administrar un suplemento de progesterona,
denomindndose enfonces ciclos Naturales Modificados. En estos ciclos la
fecha de referencia para la recomendacion de pET sigue siendo la fecha de
hCG/LH/Ovulacion. La suplementacion con progesterona puede iniciarse a
partir de LH+1/hCG+1/0Ov+0 en el momento en que habitualmente se realiza
en la practica clinica habitual de su centro (nunca previo disparo de hCG o
aumento de LH). Debe tenerse en cuenta que el momento en el que se inicia
la suplementacion con progesterona, debe replicarse también en el ciclo de
transferencia (es decir, si una paciente inicia la suplementacion con
progesterona en hCG+2 para el ciclo de biopsia, debe iniciarse tfambién en

hCG+2 en el ciclo de fransferencia, independientemente del resultado
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Ciclo natural: Protocolo de rutina

Ciclo Natural o Ciclo
Natural Modificado

Medida de
P4 ENDOGENA < 1 ng/ml

*ADMINISTRACION P4 EXOGENA
(en Ciclos Naturales Modificados)

g

BIOPSIA
(Ovulacion no blogueada) |

|
i

4 5 6 7 8 9

hCG/LH
+7 (168 hrs)

hCG/LH hCG/LH  hCG/LH hCG/LH hCG/LH hCG/LH hCG/LH

+0* +1 +2 +3 +4 +5 +6
Leyenda

|:| P4 Exdgena

Inyeccion hCG T +pET basada en hCG+0/LHO
Pico LH ‘

E2 enddgeno

P4 Enddgena

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Para asegurarse de que no hay escape de progesterona endégena en el
momento del disparo de hCG/pico de LH, el nivel de P4 endégena debe
medirse siempre en hCG+0/LH+0 y éste debe ser <1ng/ml, de lo confrario la
recomendacion es cancelar el ciclo y comenzar uno nuevo. Si no se controla
adecuadamente la P4 enddgena puede producirse un artefacto de P4
enddgena que puede afectar a la precision y reproducibilidad de los

resultfados de la ERA.

La transferencia personadlizada de embriones basard en

(PET)
hCG/LH/ovulacion. Tenga en cuenta que si no disponemos de esta informacion

se

en los ciclos naturales, nuestra recomendacion es cancelar el andlisis. El test
ERA no puede realizarse sin esta fecha de referencia ya que el resultado no

seria reproducible.
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Dia de la biopsia endometrial para EMMA

y/o ALICE (sin ERA)

Para los test EMMA/ALICE la paciente debe evitar los antibioticos al menos 7 dias
antes de la recogida de la biopsia, durante el procedimiento y después del mismo

hasta que se reciban los resultados.

Las biopsias endometriales para las pruebas EMMA&ALICE deben recogerse siempre
en fase secretora porque éste es el periodo de mdxima estabilidad de la microbiota
del tracto reproductivo debido a la influencia de los estrogenos vy la progesterona.
Una muestra tomada fuera de la fase indicada a continuacién, podria darnos un

resultado poco fiable.

Si soélo se solicita una prueba EMMA o ALICE, la biopsia endometrial puede tomarse
siguiendo el mismo protocolo que para la ERA. Si no se sigue el protocolo ERA, la

biopsia debe tomarse de la siguiente manera:

a) Ciclos THS: las muestras deben tomarse durante los dias de toma de

progesterona (P+1 en adelante), preferiblemente el dia P+5.

b) Ciclo Natural o Natural Modificado: La biopsia debe tomarse entre los dias 15 v

25 del ciclo menstrual si la paciente tiene ciclos regulares (entre 26 y 32 dias).

Para las pacientes con ciclos no regulares, se recomienda realizar un ciclo de THS o

controlar la ovulacién. En este caso, la biopsia puede tomarse en los dias:
*  LH+2 a LH+12 (ambos inclusive)
* hCG+2 a hCG+12 (ambos inclusive)

« Ov+1 aOv+11 (ambos inclusive)
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c) Pildoras anticonceptivas orales (ACO): sélo para ACO con determinadas
composiciones. Por favor, confirme siempre con nuestros especialistas clinicos
antes de programar la biopsia. La biopsia debe tomarse entre los dias 14 y 21 de
ACO (dias de toma de pildoras activas cuando la paciente toma las pildoras
placebo), o a partir del dia 14 (si la paciente no toma pildoras placebo ni

descansaq, y estd en uso continuo).

Dia de la biopsia endometrial: tabla resumen

THS P+5 (120hrs) P+1 en adelante
hCG+7 (168 hCG+2 a hCG+12 Para pacientes con ciclos no
Natural hrs) LH+9 G LH+12 regulares que soliciten test
5 EMMA/ALICE, recomendamos
LH+7 (168 hrs) Ov+1 a Ov+11 realizar un ciclo THS o monitorizar
Natural Ov+6 (144 hrs) Dias de ciclo 15 a 25 la Qvulocic’m. Para cada periodo,
Modificado (solo para pacientes se incluyen la primera y la Ultima
con ciclos regulares) fecha.
No todos los ACOs son
) ) adecuados para los test
Dias 14 -21 de ingesta de EMMA/ALICE. Recomendamos
pildoras ocjhvcs (si la paciente consultar con nuestros
Durante ACOs NO foma pildoras placebo) especialistas la idoneidad del

mismo antes de programar la

biopsia. Para cada periodo, se

incluyen la primera y la Ultima
fecha.

Dia 14 en adelante (ingesta
continua de pildoras activas)
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Dia de la biopsia endometrial: Protocolos no validos

Las muestras no se pueden
recolectar en un ciclo de
estimulacién ya que las

Ciclo de condiciones no se pueden replicar
estimulacion NA NO NO durante el ciclo pET y el
ovdrica microbioma no es representativo

debido a que los niveles
hormonales no son comparables a
los de un ciclo Natural o THS.

Biopsia
durante la Las muestras solo se deben
fase NA NO NO recoger durgn’re la fase §§creforo
follicular para garantizar la estabilidad del

microbioma.
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Protocolo Biopsia Endometrial

Una sola biopsia endometrial es suficiente para un test individual o para
EndomeTRIO (ERA, EMMA o ALICE). Igenomix suministrard un criotubo para cada
biopsia. El criotfubo contfiene 1,5 ml de una solucién transparente para conservar el

material genético.

1. Limpiar el cuello uterino con una gasa estéril y seca (evitar el uso de betadine) y

no introducir liquido en el endometrio.

2. Etiquete el tubo con: nombre del paciente, fecha de nacimiento y fecha de la

biopsia.

3. La biopsia endometrial debe tomarse del fondo uterino mediante un catéter

Pipelle (Genetics, Hamont Achel, Bélgica) o similar.

4. Recoja al menos 70 mg de tejido (corresponde a una pieza cubica de fejido con
lados de aproximadamente 7mm). El volumen de la muesira no debe exceder la
linea blanca marcada en el criotubo (correspondiente a 1/3 del volumen total
del criotubo; ver imagen abajo). Para cantidades mayores de tejido, no habrd
suficiente solucion estabilizadora en el criotubo pudiendo dar lugar a la

degradacion del ARN.

-

i. § i
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10.

AsegUrese de que la muestra realmente contenga tejido endometrial, no solo de
sangre o mucosidad. También se deben evitar canfidades excesivas de sangre

O MOCO.

Evite el contacto de la muestra con cualquier solucion que no sea la solucion

estabilizadora del criotubo (no lave la muestra).

Una vez readlizada la biopsia, la muestra debe transferirse inmediatamente al
criotubo suministrado, evitando tocarlo con la pipeta y agitando enérgicamente
durante al menos 10 segundos (para garantizar que la solucidén penetre en el

tejido y estabilice el ARN de la muestra).

El criotubo que contiene la muestra debe transferirse inmediatamente a un
refrigerador (4-8°C /39-46°F) y almacenarse alli durante al menos 4 horas (no

colocar en el congelador antes de completar estas 4 horas).

Después de refrigerar durante al menos 4 horas, las muestras pueden enviarse a
Igenomix a temperatura ambiente. Si las muestras van a estar expuestas a
temperaturas >35°C/95°F, recomendamos enviar las muestras con un paquete
de gel frio. Las entregas a temperatura ambiente nunca deben exceder los 5

dias.

Las muestras también se pueden guardar en nevera hasta 3 semanas o se
pueden congelar a -20°C/-4°F (después de las primeras 4 horas a 4-8°C/39-46°F)
si NO se van a enviar a lgenomix de inmediato. Sin embargo, en el caso de una
prueba EMMA, ALICE, o EndomeTRIO, la recomendacion es procesar la muestra
lo antes posible después de la recoleccidon, ya que el microbioma puede
fluctuar con el tiempo. No recomendamos retrasar el envio de muestras mds de

und semana.
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EndomeTRIO

Logistica

Mvuestras y documentos:

Lea y cumplimente debidamente la informacion requerida en “Formulario de

solicitud” y “*Consentimiento Informado”.

Coloque el criotubo suministrado por Igenomix, que ya contiene la biopsia
endometrial, en el interior del receptdculo de pldstico que encontrard en el kit y
ciérrelo. Introduzca el receptdculo dentro de la caja del kit y ésta dentro del

sobre de pldstico de retorno.

Incluya el documento “Formulario de solicitud y Consentimiento” dentro del sobre

de retorno.

Dependiendo de su localizacion, puede necesitar incluir en el sobre de retorno la
etiqueta “UN3373". Dicha etiqueta viene incluida dentro del kit proporcionado.
Por Ultimo, pegue el albardn que se le ha proporcionado desde Atencidon al

paciente en el sobre de retorno.

Los envios a temperatura ambiente no deberdn exceder los 5 dias de duracion
para asegurar la accion estabilizadora del liguido del criotubo. Cuando se
superen los 35°C/95F°, se recomienda anadir un acumulador de frio al paquete.
En caso de duda, por favor contacte con nuestro departamento de Atenciéon al

Cliente.

Envio:

Por favor, informenos mediante correo electronico de cada envio, indicando el

nUmero de muestras y su nUmero de historia clinica o referencia.

Puede usar su empresa de mensajeria habitual, o si lo desea, podemos informarle

sobre nuestro servicio de recogidas.

Document: SPA_L_I_ERA_013_ES: Manual EndomeTRIO_Custom OA (ES) v1.0
Authorised on: 08-May-2023. Authorised by: diana valbuena.

Igenomm

PART OF VITROLIFE GROUP” Page 48 of 51

48



EndomeTRIO

Una vision completa de la salud
endometrial

TEST SOLICITADO TEST INCLUIDOS Y APLICACION

EndomeTRIO

The endometrium
matters

ERA®

Endometrial
Receptivity Analysis

EMMA

Endometrial Microbiome
Metagenomic Analysis

ALICE

Analysis of Infectious
Chronic Endometritis

ANALISIS DEL MICROBIOMA
ENDOMETRIAL
Lactobacilli y bacterias
patégenas del tracto
reproductivo. Deteccion
molecular de las bacterias
presentes para permitir un
fratamiento mds personalizado

ANALISIS DE RECEPTIVIDAD
ENDOMETRIAL

Expresion de 248 genes para
guiar pET*

ANALISIS DE RECEPTIVIDAD
ENDOMETRIAL
Expresion de 248 genes para
guiar pET*

ANALISIS DEL MICROBIOMA
ENDOMETRIAL
Lactobacilli y bacterias
patégenas del tracto
reproductivo. Detecciéon
molecular de las bacterias
presentes para permitir un
fratamiento mds personalizado
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ENDOMETRITIS CRONICA
Patégenos relacionados
con EC
Consejo microbiolégico para un
tratamiento personalizado

ENDOMETRITIS CRONICA
Patégenos relacionados
con EC
Consejo microbioldgico para un
tratamiento personalizado

ENDOMETRITIS CRONICA
Patégenos relacionados

con EC
Consejo microbiolégico para un
tratamiento personalizado

*OET: transferencia embrionaria personalizada
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EndomeTRIO

Lista de abreviaturas

ACOs
ADN
ALICE
ARN
E2

EC
EMMA
ERA
hCG
HMP
IMC
LH
NGS

P4

pPET

RIF

RPL
RT-PCR
THS
WOl

Igenomm
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Pildoras Anticonceptivas Orales

Acido Desoxirribonucleico

Andlisis de endometritis cronica infecciosa
Acido Ribonucleico

Estrogenos

Endometritis cronica

Andlisis Metagenomico Microbioma Endometrial
Andlisis Receptividad Endometrial
Gonodotropina coridnica humana
Proyecto de Microbioma Humano

indice de masa corporal

Hormona Luteinizante

Secuenciacion de nueva generacion
Ovulacién

Progesterona

Transferencia embrionaria personalizada
Fallos Recurrentes de Implantacion
Aborto Recurrente

Reaccion en cadena de la Polimerasa en tiempo real
Terapia Hormonal Sustitutiva

Ventana de implantacion
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