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Apresentacdo

O fator endometrial desempenha um papel fundamental na implantagdo do
embrido. Além de avaliar malformagoes ou anomalias na cavidade uterina,
também é importante determinar quando o endométrio é receptivo, ou sejq,
quando comec¢a a janela de implantagao (WOI). Pacientes com falha de
implantacdo recorrente (RIF) podem ter uma janela de implantacdo deslocada,
levando a fransferéncia de embrides para um endométrio ndo receptivo (Ruiz-
Alonso et al. Fertil Steril, 2013).

A assinatura da expressdo génica endometrial permite a avaliagdo da
receptividade endometrial, identificando uma janela personalizada de implantagao
para cada paciente. Essa andlise € realizada por uma ferramenta projetada,
desenvolvida e patenteada em 2009 (PCT/ES2009/000386) pela Igenomix, apds mais
de 10 anos de pesquisa (Diaz- Gimeno et al. Fertil Steril, 2011; 2013) para identificar a
jonela de implantacdo no ciclo endometrial, possibilitando uma transferéncia

embriondria personalizada (pET).

Pesquisas realizadas pela Igenomix tém demonstrado que a sincronizagdo entre um
embrido pronto para implantagdo e um endométrio receptivo aumenta as chances
de sucesso em tratamentos de reproducgdo assistida (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril,
2013; Ruiz-Alonso et al. Hum Reprod, 2014; Clemente-Ciscar et al. Hum Reprod, 2018;
Simon et al. Reprod BioMEd Online, 2020).

Outros grupos também publicaram resultados semelhantes de seus proprios
pacientes apods a fransferéncia guiada de embrides de acordo com os resultados
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 (Endometrial Receptivity Analysis), determina o momento ideal no ciclo
endometrial para realizar a transferéncia de embrides. Assim, o ERA pode aumentar
as chances de gravidez sincronizando um embrido pronto para implantacdo com

um endométrio receptivo.
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Indicagoes para o ERA

ERA ¢ indicado para pacientes com falha de implantagdo recorrente (RIF), uma vez
que essas pacientes correm maior risco de ter uma janela de implantacdo
deslocada (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril, 2013). Por outro lado, a aplicacdo do teste
ERA a pacientes sem RIF também foi explorada (Simon et al. Reprod BioMed Online,
2020).

Nossos estudos mostraram que existem outras circunst@ncias em que as pacientes
correm maior risco de ter uma WOI deslocada. Nestes casos, o ERA pode ajudar a

enconfrar o momento ideal para a transferéncia do embrido:

+ Pacientes com IMC > 30 (Comstock et al, 2017; Bellver et al, 2021)

+ Pacientes com atrofia endometrial (espessura endometrial < 6 mm) (Valbuena et
al, 2016)

+ Pacientes com adenomiose (Mahajan et al, 2018)

« Pacientes com gestagoes bioquimicas recorrentes (Diaz-Gimeno et al, 2017)

Igenomm

PART GF VITROLIFE GROUP”



ERA®

Endometrial
Receptivity Analysis

by Igenomix

Metodologia

Esse teste ufiliza a tecnologia de sequenciamento de nova geragao (NGS) para
analisar a expressdo de 248 genes relacionados ao status de receptividade

endometrial.

Os resultados deste teste sGo baseados na andlise da expressdo desses 248 genes
junto a um preditor computacional projetado e desenvolvido pela Igenomix. Apds o
sequenciamento do material genético (RNA) de uma bidpsia endometrial, é
possivel avaliar se o endométrio € Receptivo ou Ndo Receptivo em algum momento
especifico durante o ciclo endometrial. Esse resultado serd acoplado a uma
recomendacgado de transferéncia de embrioes personalizada de acordo com o peffil
endometrial especifico de cada paciente. Em 10% dos casos, pode ser necessdrio
validar a janela personalizada de implantacdo realizando uma segunda bidpsia

endometrial no dia especifico designado pelo primeiro teste ERA.

Para permitir a reprodutibilidade dos resultados, o teste ERA deve ser realizado em
condigoes idénticas as do ciclo de transferéncia de embrides subsequente (tipo de
ciclo, fratamento, modo de administracdo...), e sempre durante uma terapia de
reposicdo hormonal (HRT) ou ciclo natural. Esse teste ndo pode ser realizado em

ciclos de estimulacdo ovariana controlada.

Em alguns casos em que se tenha precisado mais de uma bidpsia, nossa equipe
pode entrar em contato com vocé para colerar informagoes relacionadas aos ciclos
da paciente. Isso serve para entender se os protocolos foram exatamente
replicados, a fim de saber se os resultados dos ciclos podem ser correlacionados ou
ndo. A correlagdo dos resultados ajuda nossa equipe de diagnéstico a analisar
ambos os resultados e fornecer uma recomenda¢dao mais personalizada, por
exemplo, no caso de uma WOI estreita. Sem confirmar essas informacodes e
considerar a correlacdo, podemos estar perdendo uma observacdo especial que
exige uma recomendacdo mais personalizada para a transferéncia, além do que é

fornecido pelo nosso algoritmo.
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A primeira bidpsia endometrial deve ser feita apdés 5 dias completos de
administragao de progesterona (P+5) em ciclos HRT (120 horas de administragdo de
progesterona). Nos ciclos naturais, a primeira bidépsia endometrial deve ser feita 7
dias (168 horas) apds o trigger de hCG (hCG+7) ou apods o pico de LH (LH+7). Ela
também pode ser feita é dias apds a ovulagao confirmada por ultrassom (embora
esta Ultima opcdo ndo seja ideal uma vez que se torna dificill garantir a

reprodutibilidade dos resultados).

No caso de transferéncia de embrioces dia 3, a bidpsia ainda deve ser realizada em
P+5 ou hCG+7, uma vez que o ERA verifica o endométrio no momento da
implantagcdo. Dessa forma, se vocé tiver um resultado receptivo em P + 5, vocé
transferird um blastocisto em P + 5 ou um embrido de dia 3 dois dias antes, ou seja,

emP + 3.
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Interpretacao dos resultados

Receptivo: O perfil de expressdo génica & compativel com um endométrio
receptivo. A recomendacdo é realizar uma fransferéncia de blastocisto(s) seguindo

o0 mesmo protocolo e hordrios utilizados durante o teste ERA.

Receptivo tardio: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio no
final da fase receptiva. Se recomenda adiantar a transferéncia de blastocisto(s) 12

horas em relacdo ao momento em que se realizou o teste ERA.

Pré-receptivo: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio que
ainda ndo atingiu a fase receptiva. Isso pode ser devido a um deslocamento da
janela de implantacdo. Em alguns casos, uma nova bidpsia endometrial pode ser

necessaria para validar a WOI prevista.

Pos-receptivo: O perfil de expressdo génica é compativel com um endométrio que
j& passou da fase receptiva. Isso pode ser devido a um deslocamento da janela de
implantacdo. Para validar a WOI prevista, € necessdria a andlise de uma nova

biopsia endometrial no dia recomendado.

Proliferativo: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio que
ndo foi exposto a progesterona ou que ndo foi responsivo a ela. Recomenda-se
entrar em contato com a Igenomix para avaliar o protfocolo em que a bidpsia

endometrial foi realizada.

*Em aproximadamente 3,3% das amostras recebidas, ndo é possivel se obter um diagndstico,
devido a obtencdo de um perfil ndo informativo ou d baixa quantidade/qualidade do material
genético obtido.

*Seguir as recomendacdes do laudo ERA ndo garante a implantacdo. As falhas de implantacdo
podem ser causadas por outros fatores.
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Seguimos critérios rigorosos de qualidade, garanfindo que a integridade e a
quantidade de RNA sejam adequadas, evitando possiveis resultados artefatuais que

poderiam afetar negativamente o resultado clinico de seus pacientes.

RNA invdlido. Na andlise transcriptdmica (qualquer que seja a técnica), a
intfegridade adequada do RNA € necessdria para garantir a confiabilidade do
resultado. Nos casos em que o RNA estiver altamente degradado, o perfil de
expressdo génica obfido ndo serd confiavel. Isso ocorre em aproximadamente 1,2%
das amosfras recebidas. Nestes casos, € necessdrio avaliar uma nova bidpsia

endometrial (a andlise ndo serd cobrada). Possiveis causas: tamanho da amostra

muito grande, contaminacdo e/ou alta temperatura (235°C) durante o transporte.

RNA insuficiente. Embora com o NGS a quantidade minima de RNA necessdria para
prosseguir com a andlise seja muito baixa, as vezes uma baixa concenfracdo de
RNA pode levar a um resultado impreciso. Nossos rigorosos sistemas de controle nos
permitem identificar a confiabilidade do resultado obtido. Em aproximadamente
1,5% das amostras recebidas, ndo € possivel determinar um perfil de expressdo
génica preciso porque ndo hd material genético suficiente. Nesses casos, €
necessdrio avaliar uma nova bidpsia endometrial (a andlise ndo serd cobrada).

Possiveis causas: baixa quantidade de tecido adequado.

Ndo informativo. Esse resultado é obtido quando o perfil analisado ndo corresponde
aos perfis de expressdo génica de confrole presentes no preditor ERA. Nesses casos,
nossa equipe entrard em contato para avaliar o protocolo em que a bidpsia
endometrial foi realizada. Isso s6 acontece em < 0,7% das amostras analisadas e,
em >95% dos casos, estd relacionado a amostra em si, ndo ao endomeétrio, ja que
com uma nova bidpsia (a andlise ndo serd cobrada) € possivel obter um resultado

valido.

Em qualquer um desses casos, nossa equipe ERA ird apoid-lo e orientd-lo,
garantindo que possamos encontrar um resultado vdlido para sua paciente, com

base na qualidade e confiabilidade.
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Exemplo laudo ERA

O objetivo deste teste & fornecer aos médicos uma avaliagcdo molecular objetiva

da receptividade endometrial da paciente.

Este teste deve ser prescrito e interpretado pelo médico que realizard a

fransferéncia subsequente do embrido.

Igenomix:
PAET OF VITROLIFE GieOu P
ERA lDIAGNfJFI'ICO DE RECEPTIVIDADE ENDOM I:"I'I!IAL}
e T S [ S
Clinkca:
Tipo de amostra: Dot resuiftado: Midice:
Neme da Progesteroma: ®
paciente: Dutn medicio Pé: N© biopaia:
Data mascimento: Dutn pico LH:
Dain biopsia:
Tipo de chelo:
RESULTADDS DO TESTE-
RECEPTIVO

FecomentdacBo: Proceder com & transferencia de biasiocisto em cico Naturs] LH4S (121 = 3 homs desde o pio de LH|**

e ] [l
Pré-Receptivo Receptivo Pos-Receptive

INTERFRETACAD DO SEU RESULTADN:

Becomendames proceder com a transfeninga de blastocisto no mesmo dia e tipo de cicke no gual fol reslizada a bidosa en
cido natural L+ 5 {121 23 horas desde o pico de LHL

Para transferr embrides de da 3, & transferfncs deve ser realizada dob diss artes com nepeln & recomerdacBo anteror
mahﬂu&ﬁauw

* Pl e progestenend enddgenn bical antis 08 Bindr & eRTErE e f Drogesiinong eobgans 0L pas dé LH/NOG skt Manor gue 1 gl Dals S8
mecigho da Pa: 0978 T4.

=4 Eaty rislan & repridurfes] encociva eTEE i o Teite B0 g6 LBt meits i gusl Bsl nesleado itb ey ekl

pescrio Do TESTE:

R (At de necepthicade erdometrial) & um teste de disgndstion molecular que & utilzado pars deberminar se o
endamétrio (a mucosa gue cobre o (tern) apreserta um perfil receptiva depols de 5 diss com exposicho
peria e gue 0 EnorAD et e et e moes nr.hqnnhperaa rnphrmghdummemrrﬂmot
diagrestico moleader estd bassads em enalisar o perfil de expressBo pinica do tecido endometriel. Em comsenudnga, o ERA
Ajuria & determinar quenda o endometrio spresents nm«dlgiudaenpaaampurn@dcamh-m sumentards &
posdgbildade de um tratamento de ferdilizacio in vitro edtosa.

COMENTARIOS

- - infstriigenore com
Tgaruorsts Bl LTI, Fapitica de Limno 507, Thirmpoacs, 5 Sac P, 4573000, Ermait: _““-

[T se—

Para obter uma recomendagao
PET expressa em horas,
precisamos da data e hora da
bidpsia endometrial e de uma das
seguintes informacoes
(dependendo do tipo de ciclo):

- Data e hora da
ingestdo de P4 (ciclos HRT)

primeira

- Data e hora da injecdo de hCG,
pico de LH ou ovulacdo (ciclos
naturais)

O relatério da ERA indicard o
momento ideal para readlizar a
transferéncia personalizada de
embrioes (pET) ou quando realizar
uma nova bidpsia do ERA
(conforme apropriado).
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Reprodutibilidade dos resultados

Foi demonstrado que o resultado ERA é reprodutivel durante pelo menos 36 meses,
sempre que se cumpra o seguinte:

O protocolo de preparagdo do endométrio deve ser exatamente replicado nos
ciclos de bidpsia e transferéncia.

A espessura endometrial deve estar dentro da mesma faixa (<émm, 6-12mm,
>12mm) tanto no ciclo da bidpsia como no ciclo da fransferéncia.

As alteragoes no IMC podem ser acompanhadas por uma mudan¢a na janela
de implantagcdo. O teste ERA pode precisar ser repetido apds alteracoes
significativas no IMC (mudanca de > 30 para < 30) para garantir a acurdcia dos
resultados.

Intervengoes a nivel uterino podem afetar a WOI.  Apds esse tipo de
intervencdo, deve-se avaliar se um novo ERA precisa serrealizado.  De fato, se
sua paciente precisar de qualquer intervengdo no Utero antes da fransferéncia
do embrido, o teste ERA deve ser feito apds esse procedimento.

Progesterona endégena devidamente controlada nos ciclos de bidpsia e
transferéncia. Deve ser < 1 ng/ml denfro das 24 horas anteriores G primeira
ingestdo de progesterona (ciclos HRT) ou em LH+0/hCG+0 (ciclos Naturais).
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Fluxo de decisao ERA

Coleta 2° biopsia >

Endometrial

!

Sugestdo de nova bidpsia

Inicio

Coleta 1° Teste ERA
Bidpsia endometrial et i —> Resultado

PET recomendada

Teste ERA

— Resultado

PET recomendada

Ndo-receptivo
Sem pET
recomendada

Avaliacdo
de caso
individualizado

Recomendacdo
individualizada

Seguir TRA
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Apresentacdo

O Projeto Microbioma Humano (HMP) ressaltou a importancia de diferentes
microrganismos e seus genomas na saude e nas doengas humanas (Human

Microbiome Project Consortium, 2012).

A identificacdo de microbiomas disbidticos ou patogénicos pode ser fundamental

para melhorar os resultados clinicos em vdarias dreas da medicina.

Um estudo cientifico realizado pela Igenomix confirmou a existéncia do microbioma
endometrial e mostrou que a disbiose da cavidade uterina estd  associada a
resultados reprodutivos insatisfatérios em pacientes submetidas a tratamentos de
reproducdo assistida. Isso sugere que os desvios patogénicos nos niveis de
bactérias endometriais desempenham um papel fundamental na infertilidade.
(Moreno et al. J Obstet Gynecol, 2016).

EMMA (Endometrial Microbiome Metagenomic Analysis) pode determinar se o

ambiente microbiano uterino é ideal para a implantacdo do embrido.

O EMMA fornece uma visGdo abrangente da composicdo bacteriana do
endomeétrio, incluindo patégenos causadores de endometrite crénica (EC) que

podem ser estudados especificamente no ALICE.
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Indicagoes para o EMMA

As vantagens da andlise do microbioma endometrial em pacientes com Falha de
Implantacdo Recorrente (RIF) e Aborto Espontdneo Recorrente foram demonstradas
(Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2016). Portanto, o EMMA pode ser
especialmente Util em pacientes com falha de implantagdo recorrente ou aborto
espontaneo de repeticdo. O ALICE também pode ser benéfico para pacientes com
historico de RPL e/ou RIF, j& que a EC foi associada a esses resultados adversos. O
EMMA inclui o ALICE, portanto, também pode ser benéfico para pacientes com
histérico de RPL.

Metodologia

EMMA é um teste molecular que fornece informacdes sobre a microbiota no tecido
endometrial por meio da andlise de um painel personalizado de bactérias, incluindo
informacodes sobre as espécies mais frequentes de Lactobacillus e bactérias
pofencialmente patogénicas do trato reprodutivo (algumas delas relacionadas a
endometrite cronica). Esse método baseia-se na detecgcdo de DNA bacteriano por
meio de RT-PCR, que se traduz em diferentes perfis que foram associados ao sucesso
da gravidez. A exiracdo de DNA seguida pela amplificagdo especifica do
microrganismo permite a quantificacdo de bactérias especificas presentes em uma

amostra.

Uma Unica bidpsia endometrial contém tanto células endometriais quanto
bacterianas. Ambos os tipos de células podem ser analisados para fornecer
informacdes sobre a recepfividade endometrial (usando o teste ERA) e o
microbioma endometrial. O teste EMMA fornece uma visdo microbiolégica do

endométrio com o objetivo de melhorar o manejo clinico das pacientes.
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Exemplo laudo EMMA

O relatério EMMA apresenta 3 tabelas com os intervalos de referéncia e os valores
obtidos para cada bactéria do painel através da andlise de uma amostra

endometrial;
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Os intervalos de referéncia para todas as bactérias incluidas no teste EMMA foram
calculados analisando amosiras de mulheres com nascido vivo de um estudo

clinico que levou a publicagao cientifica Moreno et al, Microbiome 2022.

Os resultados do teste EMMA incluem informacodes sobre:

1) Tabela 1: quantidades de Lactobacillus mais frequentemente enconfrados no

trato reprodutivo.

LACTOBACILOS
| eswmwo | waor FEENEDY
Lactobacillus crispatus Nao detectado N/A =3.71
Lactebaciflus gasseri Detectado 3.59*% = 3.60
Lactobacillus iners Nao detectado NSA > 3.57
Lactobacillus jensenii Nao detectado N/A = 3.70

*Valores fora do intervalo de referéndia.

Os valores fora do intervalo de referéncia sdo identificados em negrito,

destacados e com um asterisco.

Nos casos em que ndo hd patdgenos detectados fora de sua faixa de
referéncia:

- Se pelo menos uma das espécies de Lactobacillus estiver dentro do

intervalo de referéncia, se considera um resultado normal.

- Os niveis de Lactobacillus serdo considerados fora da faixa normal quando
ndo se detecta nenhuma das espécies analisadas ou quando se detecta

com valores abaixo da faixa de referéncia estabelecidao.

Igenomlw

PART GF VITROLIFE GROUP”

21



"
EMMA
Evaluates the

endometrium at the
microbiological level

2) Tabela 2: patégenos comuns do trato reprodutivo com relevéncia clinica e

ndo relacionados a endometrite crénica:

AGENTES PATOGENICOS DO TRATO REPRODUTIVO

Actinomyces israelif Nao detectado N/A Ausente
Atopobium vaginae N&o detectado N/A < 3.57
Bacteroides fragilis Néo detectado N/A < 3.57
Bifidobacterium spp T N3o detectado N/A < 4.22
Clostridium sordellii Nio detectado N/A Ausente
Fusobacterium nucleatum Nio detectado N/A Ausente
Gardnerella vaginalis Nio detectado N/A = 3.72
Haemophilus ducreyi N&o detectado N/A Ausente
Mycobacterium tuberculosis Nio detectado N/A Ausente
Mobiluncus spp N3o detectado N/A < 3.57
Peptostreptococcus anaerobius | Nao detectado N/A < 3.57
Porphyromonas asaccharolytica | N&o detectado N/A < 3.57
Prevotella bivia Detectado 3.68* < 3.57
Prevotella disiens N&o detectado N/A < 3.57
Sneathia spp N&o detectado N/A < 3.57
Treponema pallidurm N&o detectado N/A Ausente

tTBifidobacterium spp, quando detectado sem outros patégenos, pode ser deslocado de seu nicho usando probidticos.
*Valores fora do intervalo de referéncia.

Os valores de patégenos fora do intervalo de referéncia sdo identificados em

negrito, destacados e com um asterisco.

Nota: Se algum dos patégenos associados as Infecgoes Sexualmente Transmissiveis (Haemophilus ducreyi e/ou
Treponema pallidum) estiver fora da faixa de referéncia, serd recomendado um teste confirmatério adicional. As
infecgoes causadas por essas bactérias exigem notificagdo obrigatéria as Autoridades de Saude locais em
diferentes paises. Caso esses patdgenos sejam identificados, é responsabilidade do médico declarar essas

infeccoes.
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3) Tabela 3: patégenos mais comumente associados & endometrite crénica (teste
ALICE)

PATOGENOS RELACIONADOS A ENDOMETRITE CRONICA

RVALU DE

Chlamydia trachomatis Nao detectado Ausente
Enterococcus faecallis Nao detectado NM < 3.63
Escherichia coli Nao detectado N/A = 3.58
Klebsiella pneumoniae Detectado 4.15% =< 3.57
Mycoplasma genitalium Nao detectado N/A < 3.57
Mycoplasma horminis Nao detectado N/A < 3.57
Neisseria gonorrhoeae N&o detectado N/A Ausente
Staphylococcus aureus Nao detectado N/A < 3.57
Sepieoccus agafa‘ﬂf;gf B/ Naodetectado | NA | <3.57
Ureaplasma urealyticum Nao detectado N/A < 3.58

*Valores fora do intervalo de referéncia.

Os valores de patégenos fora do intervalo de referéncia sdo identificados em

negrito, destacados e com um asterisco.

Nota: Se algum dos patégenos associados as Infecgoes Sexualmente Transmissiveis (Haemophilus ducreyi e/ou
Treponema pallidum) estiver fora da faixa de referéncia, serd recomendado um teste confirmatério adicional. As
infecgbes causadas por essas bactérias exigem notificagdo obrigatéria as Autoridades de Saude locais em
diferentes paises. Caso esses patdgenos sejam identificados, é responsabilidade do médico declarar essas

infeccoes.
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O laudo EMMA também inclui uma recomendacdo (se necessdrio) para garantir
que as quantidades de todas as bactérias analisadas no painel estejam dentro dos
valores de referéncia. Nesses casos, a recomendacdo antibidtica fornecida no

laudo se baseia nos guias Microbioldgicos.

Tanto o resultado obfido por este teste como a recomendacdo de tratamento
sugerida s&o informacdes que devem ser avaliadas clinicamente por um médico. E
o profissional médico quem deve considerar a possivel prescricdo de um tratamento
anfibiético e/ou probidtico em funcdo dos achados clinicos de cada paciente. As

pacientes ndo devem tomar nenhum antibidtico sem consulta médica prévia.

Além disso, também estd incluida uma secdo com interpretacdo de todos os

resultados obtidos.

Exemplo:

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS DO EMMA

Nenhum DNA de bactérias potencialmente patogénicas do trato reprodutivo, nae relacionadas & endometrite crénica, foi
detectado.

A quantidade de DNA de Lactobacillus detectada na amostra endometrial esta dentro da faixa normal. Lactobacillus € a
bactéria predominante no trato reprodutivo feminino durante a idade reprodutiva. Nao é necessério ter diferentes cepas de
Lactobacillus, mas pelo menos uma delas deve estar dentro da faixa dos valores normais estabelecidos. Tenha em mente
gue o uso de antibiéticos pode afetar a populacdo atual de Lactobacillus causando seu declinio ou até mesmo seu
desaparecimento.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO ALICE

Nenhum DNA de bactérias potencialmente patogénicas relacionadas & endometrite crénica foi detectado.

Em uma porcentagem muito baixa de casos, alguns dos seguintes resultados
podem ser obtidos:

- Inconclusivo: Ndo é possivel determinar o perfil bacteriano da amostra.

- Amostra invdlida: A amostra ndo atende aos pardmetros minimos de qualidade

exigidos para obter um resultado confidvel. Isso pode ser devido a falta de
qguantidade ou qualidade do material genético obtido.
Em ambos os casos, serd necessdria uma nova bidpsia seguindo as indicacdes do

teste (a andlise ndo serd cobrada).
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Beneficios da anadlise molecular da
microbiota vs cultura microbiana

A cultura microbiona € o método padrdo-ouro atual

populacoes bacterianas e infeccdo. No entanto, foi demonstrado que entfre 20% e

60% das bactérias ndo podem ser cultivadas.

microbioma permite a deteccdo de bactérias cultivaveis e ndo cultivaveis

presentes em uma amostra.

CULTURA MOLECULAR

BASEADO EM

RESULTADOS OBIJETIVOS

ESPECIFICO (TRATAMENTO ATB
DIRECIONADO)

DETECTA BACT NAO CULTIVAVEL

TEMPO DE RESPOSTA CURTO

Identificagdo de
patégenos
endometriais
cultivaveis

A avaliacdo molecular do

Uso de RT-PCR para
detectar todas as bactérias
(incluindo as dificeis de
cultivar)

para avaliacdo de

Igenomlxw

PART GF VITROLIFE GROUP”

25



=)
EMM

Evaluates the
endometrium at the
microbiological level

Fluxo de decisao EMMA

Inicio

Coleta da
bidpsia
endometrial
para o teste
EMMA

Patégenos
detectados fora
do intervalo de

referéncia

A4

E 2

Teste
EMMA

Resultado
do teste
EMMA

Terapia
(antibidticos
i
probidticos)

Patégenos
detectados fora do
intervalo de referéncia

Baixos niveis
de
Lactobacillus

v

Tratamento
probidtico

* Coleta da biépsia
: endometrial para o
teste EMMA

Teste
EMMA

Resultado
do teste
EMMA

Baixos niveis
de
Lactobacillus

Normal

Tratamento
probidtico

Normal

' Normal: nenhum patégeno detectado e Lactobacillus dentro da faixa de referéncia

Fim
] Seguir
4 TRA

* Apo6s o fratamento, deve-se decidir se serd feita diretamente a transferéncia do embrido ou se serd
repetido o teste EMMA para garantir a eliminacdo dos patdégenos.
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Apresentacdo

Um bom exemplo de patologia causada por uma microbiota endometrial alterada
é a endometrite crénica (EC). A EC é uma inflamagdo persistente do revestimento
endometrial, causada por infec¢cao da cavidade uterina, principalmente por
patégenos bacterianos. Por ser geraimente assinfomdtica e os métodos de
diagndstico classicos atuais (histologia, histeroscopia e cultura microbiana) serem
insatisfatorios, a EC € frequentemente negligenciada. A EC afeta aproximadamente
30% das mulheres inférteis, e pode afingir porcentagens ainda mais altas em
pacientes com Falha de Implantacdo Recorrente (RIF) e Perda Gestacional

Recorrente (RPL).

Um estudo realizado pela Igenomix demonstrou que a avaliacdo molecular da EC é
um meétodo diagndstico configvel em comparacdo com os métodos classicos
(Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2018). Essa nova abordagem deve melhorar a
deteccdo dessa patologia endometrial muitas vezes nado diagnosticadaq,
identificando microrganismos especificos e permitindo um fratamento guiado e

personalizado.

ALICE (Andlise da endometrite crénica infecciosa), detecta as bactérias mais
frequentes que causam endometrite crénica. Este feste permite a avaliacdo do
endomeétrio a nivel microbioldgico, com o objetivo de melhorar o manejo clinico de

pacientes com esta doenca silenciosa.

Indicacoes para o ALICE

O ALICE pode ser benéfico para pacientes com suspeita de EC ou com histéria de

RPL e/ou RIF, uma vez que a EC tem sido associada a esses desfechos adversos.
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Metodologia

O teste ALICE utiliza RT-PCR para fornecer uma triagem molecular de EC no tecido
endometrial, analisando as bactérias mais comumente causadoras da doenca
(Streptococcus agalactiae (grupo B) & Streptococcus viridans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae). A tecnologia utilizada para esses fins é
baseada na extracdo de DNA seguida de amplificagcdo especifica de
microrganismos que permite a quantificagcdo de bactérias-alvo presentes em uma
amostra. Depois de receber a bidpsia endometrial e extrair o material genético

(DNA), os requisitos minimos de qualidade da amostra sdo avaliados antes do teste.

Uma Unica amostra endometrial contém células endometriais e bacterianas. Estas
podem ser analisados por sequenciamento para prever a recepftividade

endometrial e por RT-PCR para estudar os patdgenos mencionados.
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Exemplo laudo ALICE

O laudo ALICE mostra uma tabela com os intervalos de referéncia e os valores
obtidos para cada bactéria do painel através da andlise de uma amostra

endometrial;
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ANALYSIS OF INFECTIOUS CHRONIC ENDOMETRITIS (ALICE)

Unique pat id: Date received: Clinic:
Patient name: Report date/time: Clinician:
Patient DOB: Sample type:
Allergy to Cycle type:
antibiotics: Cycle dayi

No. Blopsy:

Date of biopsy:

RESULTS OF ALICE TEST :
PPATHOGENS RELATED TO CHRONIC ENDOMETRITIS

BACTERIA RESULT VALUE REFERENCE RANGE
Chlamydia trachomatis Not detected N/A Absent
Enterococcus faecals Not detected NA =363
Escherichia coli | Not detected A <358
Kiebsiellz preumonise | Not detected NA <357
Mycopiasma genitabum Not detected WA <357
Mycoplasma homins Not detected N/A 5 3.57
Nesseria gonorrhoeae Not detected N/A Absent
Staphylococeus aurevs Not detected WA <357
alactise group B/ Detected 436" <357
viridans
Ureaplasma urealyticum Not detected NA <358
*Values out of reference range.
RECOMMENDATION

The suggested treatment for the bacteria which DNA has been detected would be Levofloxacin 500mg/24h for 5 days orally,
according to the standard Microbiology Guides (4,5). Subsequently, to recolonize the reproductive tract, it is suggested to
use probiotics composed exclusively of Lactobacillus strains (preferably vaginal) following the manufacturer’s instructions
regarding dose and duration.

The analysis of a new biopsy s also recommended after treatment. The new sample must be taken following the standard
test protocol.

The antibiotic recommendation given in this report is based on the Microbiological guidelines (4, 5) Both, the result obtained
by this test and the suggested treatment recommendation, constitute information that must be assessed by a physician in
the setting of a clinical consultation. Tt is the medical professional who must consider the possible prescription of an antibiotic
and/or probiotic treatment in conjunction with the available clinical findings of each patient. Thus, patients should not take
any antibiotic vithout previous physician consultation.

Os valores de patégenos fora do intervalo de referéncia sdo identificados em

negrito, destacados e com um asterisco.

PATHOGENS RELATED TO CHRONIC ENDOMETRITIS

| BACTERIA RESULT VALUE REFERENCE RANGE

Chlamydia trachomatis Not detected Absent
Enterococcus faecalis Not detected N}' A < 3.63
Escherichia colf Not detected N/A < 3.58
Kilebsiefla pneumoniae Not detected N/A < 3.57
Mycoplasma genitalium Not detected N/A < 3.57
Mycoplasma hominis Not detected N/A < 3.57
Neisseria gonorihoeae Not detected N/A Absent
Staphylococcus aureus Not detected N/A < 3.57
Streptococcus agalactiae group B/ Streptococcus Detected 4.36* < 3.57
viridans

Ureaplasma urealyticum Not detected N/A < 3.58

Nota: Se algum dos patégenos associados as Infecgcoes Sexualmente Transmissiveis (Haemophilus ducreyi e/ou
Treponema pallidum) estiver fora da faixa de referéncia, serd recomendado um teste confirmatério adicional. As
infecgcbes causadas por essas bactérias exigem nofificagdo obrigatéria as Autoridades de Saide locais em
diferentes paises. Caso esses patdgenos sejam identificados, é responsabilidade do médico declarar essas
infeccodes.
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O laudo ALICE tfambém inclui uma recomendacdo (se necessario) para garantir
que as quantidades de todas as bactérias analisadas no painel estejam dentro dos
valores de referéncia. Nesses casos, a recomendacdo antibidtica fornecida no

laudo se baseia nos guias Microbioldgicos.

Tanto o resultado obtido por este teste como a recomendacdo de fratamento
sugerida sdo informacdes que devem ser avaliadas clinicamente por um médico. E
o profissional médico quem deve considerar a possivel prescricdo de um tratamento
antibidtico e/ou probidtico em funcdo dos achados clinicos de cada paciente. As

pacientes ndo devem tomar nenhum antibidtico sem consulta médica prévia.

Além disso, também estd incluida uma secdo com interpretacdo do resultado
obtido.

Exempilo:

INTERPRETATION OF ALICE RESULTS

DNA from potentially pathogenic bacteria related to chronic endometritis has been detected out of reference range in the
endometrial sample. Igenomix recommends normalizing these values before performing an embryo transfer to improve the
chances of a successful pregnancy according to scientific evidence (1,2,3).

Both, the result obtained by this test and the suggested treatment recommendation, constitute information that must be
assessed by a physician in the setting of a clinical consultation. It is the medical professional who must consider the possible
prescription of an antibiotic and/or probiotic treatment in conjunction with the available clinical findings of each patient. In
the case of prescribed treatment, it is also recommended to analyze a new biopsy after its completion to confirm normalized
values of pathogens. The new sample must be taken following the standard test protocol.

Nota: os nUmeros entre parénteses no texto do relatdrio referem-se a publicacdes cientificas, que sdo listadas

no final do relatério.
Em uma porcentagem muito baixa de casos, alguns dos seguintes resultados
podem ser obtidos:

- Inconclusivo: Ndo € possivel determinar o perfil bacteriano da amostra.
- Amostra invdlida: A amostra ndo atende aos parémetros minimos de qualidade

exigidos para se obter um resultado confidvel. Isso pode ser devido a falta de

quantidade ou qualidade do material genético obtido.

Em ambos os casos, serd necessdria uma nova bidpsia seguindo as indicacdoes do

teste (a andlise ndo serd cobrada).

Igenomm
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N5
ALIC

Detects the bacteria
causing chronic
endometritis

Beneficios da anadlise molecular da
microbiota vs histologia, histeroscopia e
cultura microbiana

O diagndstico atual de EC € tradicionalmente baseado em histologia, histeroscopia
e/ou cultura microbiana. No entanto, esses trés métodos cldassicos fornecem
resultados inconclusivos ou incorretos em 80% dos casos. Enquanto a histologia
geralmente subdiagnostica a EC, a histeroscopia geralmente superdiagnostica a
doenca. Esses métodos ndo conseguem identificar com precisdéo os patdégenos que

causam a doenca, e geralmente antibidticos de amplo espectro sdo prescritos.

A cultura microbiana é capaz de isolar o patdbgeno causador; no entanto, entre
20% e 60% das bactérias ndo podem ser cultivadas em condi¢cdes laboratoriais

padrdo ou geralmente ndo sdo avaliadas na prdtica clinica.

A microbiologia molecular fornece resultados equivalentes aos resultados
combinados obtidos usando histologia, histeroscopia e cultura microbiana (Moreno
et al. Am J Obstet Gynecol, 2018).

HISTOLOGIA HISTEROSCOPIA CULTURA MOLECULAR
Identificacdo de identificacdo de Identificacdo Uso de RT-PCR
células edema estromal, de patégenos para detectar
plasmaticas hiperemia epitelial endometriais todas as bactérias
BASEADO EM CD138+ no focal ou difusa e/ou cultivaveis (inclusive as
estroma presencga de dificeis de
endometrial micropolipos cultivar)
RESULTADOS OBJETIVOS NAO NAO
ESPECIFICO ~ ~
(TRATAMENTO ATB NAO NAO
DIRECIONADO)
DETECTA BACT ~
NAO CULTIVAVEL NAO NAO NAO
TEMPO DE
RESPOSTA CURTO NAO NAO

Igenomm
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e
ALICE

Detects the bacteria
causing chronic
endometritis

Fluxo de decisao ALICE

Patégenos
relacionados &
EC detectados
fora da faixa de

referéncia

Patégenos v Coletada

relacionados & Terapia * bidpsia Teste Rssutlta;io
EC detectados (antibiéticos + endometrial ALICE Z”t(e:sEe
fora da faixa de probidticos) para o teste

referéncia ALICE

Coleta da
bidpsia N Teste
endometrial ALICE

Resultado
do teste
ALICE

Patégenos
relacionados a
EC dentro da
faixa de
referéncia ou
ndo detectados

para o teste
ALICE

Patégenos
relacionados a
EC dentro da
faixa de
referéncia ou
ndo detectados

* Apds o fratamento, deve-se decidir se serd feita diretamente a transferéncia do embrido ou se
serd repetido o teste ALICE para garantir a eliminacdo dos patdégenos.
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ALIC

Detects the bacteria

causing chronic
endometritis
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*Vocé pode verificar referéncias atualizadas em nosso site.
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EndomeTRIO

Ig

Requisitos para fazer uma bidpsia
endometrial

A bidpsia endometrial para os testes ERA, EMMA, ALICE ou EndomeTRIO deve ser

feita seguindo todas as indicagoes deste manual.

A bidpsia endometrial pode ser tomada no consultério ginecoldgico, sem
necessidade de anestesia. Se a bidpsia for ser realizada durante uma
histeroscopia, recomendamos que seja coletada no inicio do procedimento,
antes de distender a cavidade uterina e sem tratamento com antibidticos
antes, durante ou apds o procedimento. A bidpsia sé pode ser coletada se a

histeroscopia for observacional, sem nenhuma intervencado.

Para realizar os testes EMMA ou ALICE (sozinhos ou com teste ERA), a ingestdo de
antibidticos deve ser evitada por pelo menos 7 dias anteriores a coleta da
amostra, durante o procedimento e até o recebimento dos resultados do teste.
Desta forma, o microbioma do dia da bidpsia serd representativo do
microbioma da paciente no dia em que os resultados do teste forem recebidos.
Quaisquer medicamentos que possam alterar a microbiota ou o estado
imunolégico da paciente também devem ser incluidos no formuldrio de
requisicdo de teste, incluindo todos os dados relacionados ao uso de
antibidticos durante o més anterior a bidpsia (principio atfivo, via de

administracdo, dose e duracdo do tratamento).

enomix-
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Dia da biopsia endometrial para ERA
sozinho ou associado ao EMMA/ALICE

No caso de ser solicitado um teste ERA (sozinho ou em conjunto com outros testes),
a bidpsia endometrial deve ser realizada de acordo com as indicagcdes descritas

abaixo:

1. O diagnédstico ERA é vdlido para o tipo de ciclo em que o teste foi realizado, e,
portanto, o embrido deve ser transferido no mesmo ftipo de ciclo e na janela
personalizada de implantacdo denfro da qual um diagndstico 'Receptivo’ foi
obtido. Portanto, o tipo de ciclo para bidpsia deve corresponder ao fipo de

ciclo planejado para a transferéncia do embrido.

2. Tipo de ciclo: Terapia de Reposicdo Hormonal (P+5) ou Ciclo Natural

(hCG+7/LH+7/Ovulacdo+6) como explicado a seguir. Nota: Se embrides Dia 3

forem ser transferidos, a bidpsia ainda deve ser realizada em P+5 or

hCG+7/LH+7/Ovulacdo+6, uma vez que o ERA verifica o endométrio no
momento da implantacdo. Desta forma, se vocé obtiver um resultado
Receptivo em P+5, vocé transferird um blastocisto em P+5 ou um embrido dia 3

dois dias antes, ou seja, em P+3.

2a) Ciclo de terapia de reposicdo hormonal (HRT): envolve fratfamento com
estrogénio e progesterona para preparar o endométrio de forma controlada,
semelhante a um ciclo natural para fransferéncia de embrides, usando o

protocolo de rotina da clinica ou nosso protocolo padrdo:

A paciente inicia a terapia com estradiol a partfir do 1° ou 2° dia do ciclo
menstrual. A avaliacdo por ultrassom é realizada 7 a 10 dias depois. Observe
que ndo recomendamos que a terapia com estradiol seja superior a 17 dias

antes do inicio da ingestdo de progesterona.

enomix-
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Inicie a ingestdo de progesterona (P4) quando for atingido um endométrio
trilaminar >6 mm com P4 sérica <1 ng/ml (nas 24 horas anteriores ao inicio da
P4 exdgena), continuando com o fratamento de estradiol. O dia em que o
tratamento com P4 comeca é chamado de P+0, e a bidpsia é feita no dia
P+5, apds 5 dias completos (120 horas da primeira ingestdo até a coleta da

bidpsia).

HRT: Protocolo de rotina

Ciclo HRT Verificacao da ADMINISTRACAO P4 )
P4 ENDOGENA < 1ng/ml EXOGENA BIOPSIA

LU d

Legenda:
[[] E2Ex6gena Ultrassom vaginal:
[] P4 Exégena Endom. trilaminar > 6 mm

P+0* P+ P+2 P+3 P+4 P+5
T (120 hrs)

*pET baseado em P+0

« Em um ciclo de HRT, é muito importante garantir que ndo haja ovulagado e,
portanto, o nivel endégeno de P4 deve sempre ser medido nas 24 horas
anteriores a primeira ingestdo de P4. O nivel deve ser <Ing/ml, caso
conftrdrio, a recomendacdo € cancelar o ciclo e iniciar um novo. A falha

no controle adequado da P4 enddgena pode resultar em um artefato de

P4 enddgena que pode afetar a precisdo e a reprodutibilidade dos
resultados do ERA.

« O tempo de transferéncia de embrices personalizado (pET) sera baseado no
tempo total de exposicdo a progesterona exégena (O ponto de referéncia

serd o dia P+0).

enomix-
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2b) Ciclo natural: Para os Ciclos Naturais, sempre precisamos ter uma data
de referéncia em relacdo ao momento da ovulacdo, que pode ser uma das

trés opcoes a seguir:

i. Data do hCG (recombinante ou urindrio): hCG é administrado de
acordo com os pardmetros de rotina em um ciclo natural (tamanho
do foliculo >17 mm). O dia da administracdo de hCG é
considerado como hCG+0 e a bidpsia serd feita 7 dias depois, em

hCG+7 (168 horas apds o inicio da administracdo de hCG).

ii. Data do pico de LH: para detectar adequadamente o pico de LH,
os niveis de LH na urina ou no sangue devem ser medidos durante
vdrios dias consecutivos (a partir do dia 9 em um ciclo regular),
obtendo-se pelo menos um resultado positivo entre dois negativos.
O dia do pico de LH é considerado como LH+0 e a bidpsia serd feita

7 dias depois, em LH+7.

iii. Data da ovulagdo: a amostra também pode ser coletada em um
ciclo natural, durante a fase secretora, pois a ovulacdo induz a
producdo de estrogénios e progesterona. O dia da ovulacdo
determinado por ultrassom serd considerado como Ov+0 e a

bidpsia serd coletada 6 dias depois, em Ov+6.

Nos ciclos Naturais, a suplementacdo de progesterona pode ser
administrada, sendo entdo chamados de ciclos Naturais Modificados. Nesses
ciclos, a data de referéncia para a recomendacdo do pET ainda € a data de
hCG/LH/Ovulacdo. A suplementacdo de progesterona pode comecar a
partir de LH+1/hCG+1/0Ov+0, no momento em que normalmente € feito na
pratica clinica de rofina de seu centfro (nunca antes do trigger de hCG ou do
pico de LH). O protocolo de suplementacdo de progesterona usado no ciclo
de ERA deve ser replicado no ciclo de transferéncia (ou seja, se uma
paciente iniciar a suplementacdo de progesterona em hCG+2 para o ciclo
de biopsia, ela deve ser iniciada fambém em hCG+2 no ciclo de
transferéncia, independentemente do resultado obtido).

Igenomm
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Ciclo Natural: protocolo de rotina

Ciclo Natural ou Verificacao da *ADMINISTRACAO P4 EXOGENA
Natural Modificado P4 ENDOGENA < 1ng/ml (em ciclos Naturais Modificados) BIOPSIA
(Ovulagdo néo bloqueada)

Ovulacao

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

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

Legenda 0 +1 +2 +3 +4 +5 6 +7 (168 hrs)
[]P4 Exdgena
. hCG trigger
E2 Endogena LH Peak *pET baseado em hCG+0/LH+0
P4 Enddgena

Para garantir que ndo houve escape de progesterona endégena no momento do
trigger de hCG ou do pico de LH, o nivel de P4 endégena deve ser sempre medido
em hCG+0/LH+0 e deve ser <1ng/ml, caso contrdrio, a recomendacdo & cancelar

o ciclo e iniciar um novo. A falha no controle adeguado de P4 enddgena pode

resultar em um artefato de P4 enddgena gque pode afetar a precisdo e a

reprodutibilidade dos resultados ERA.

A transferéncia personalizada de embrices (pET) serd baseada em
hCG/LH/ovulagcdo. Observe que, se ndo fivermos essas informacdes nos Ciclos
Naturais, nossa recomendacdo é cancelar a andlise. O teste ERA ndo pode ser

realizado sem essa data de referéncia, pois o resultado ndo seria reproduzivel.
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Dia da biopsia endometrial para EMMA
e/ou ALICE (sem ERA)

Para testes EMMA/ALICE, a paciente deve evitar antibiédticos por pelo menos 7 dias
antes da coleta da bidpsia, durante o procedimento e apdés o procedimento até

que os resultados sejam recebidos.

As biopsias endometriais para os testes EMMA&ALICE devem ser sempre coletadas na
fase secretora, pois esse € o periodo de maxima estabilidade da microbiota do trato
reprodutivo devido a influéncia dos estrogénios e da progesterona. Uma amostra
coletada fora das condi¢oes indicadas abaixo pode nos dar um resultado nao

confiavel.

Se um teste EMMA ou ALICE for solicitado isoladamente, a bidpsia endometrial
pode ser feita seguindo o mesmo protocolo ERA. Se o protocolo ERA ndo for

seguido, a bidpsia deve ser feita da seguinte forma:

a) Ciclo HRT: as amostras devem ser coletadas durante os dias de ingestdo de

progesterona (P+1 em diante), de preferéncia no dia P+5.

b) Ciclo Natural ou Natural Modificado: a bidpsia deve ser coletada entre os dias
15 e 25 do ciclo menstrual se a paciente ftiver ciclos regulares (entre 26 a 32
dias).

Para pacientes com ciclos irregulares, recomendamos a realizacdo de um ciclo
HRT ou o monitoramento da ovulacdo. Nesse caso, a bidpsia pode ser feita nos

dias:
e LH+2 a LH+12 (ambos incluidos)
« hCG+2 a hCG+12 (ambos incluidos)

« Ov+1 a Ov+11 (ambos incluidos)
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c) Pilulas Anticoncepcionais Orais (ACOs): apenas para ACOs com determinadas

composicoes. Por favor, confirme sempre com a lgenomix antes de agendar a

bidpsia. A bidpsia deve ser feita entre os dias 14 a 21 do ACOs (dias de ingestdo

das pilulas ativas quando a paciente também toma pilulas placebo, ou do dia

14 em diante (se a paciente ndo toma pilulas placebo ou ndo faz pausa e estd

sob uso continuo.

Dia da biépsia endometrial: tabela resumida

HRT

Natural ou

Natural
Modificado

Durante
ACOs

Igenomm
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P+5 (120hrs)

hCG+7 (168 hrs)
LH+7 (168 hrs)
Ov+6 (144 hrs)

P+1 em diante

hCG+2 a hCG+12
LH+2 a LH+12
Ov+1 a Ov+11
Dias 15 a 25 do ciclo

(apenas para pacientes com ciclos
regulares)

14 - 21 (dias de ingestdo
de pilulas ativas se a
paciente também tomar
pilulas placebo)

14 em diante (ingestdo
confinua de pilulas
ativas)

Para as pacientes com
ciclos irregulares que
solicitam os testes
EMMA/ALICE,
recomendamos realizar um
ciclo HRT ou monitoracdo
da ovulacdo.

Na coluna anterior, também
sdo vdlidas a primeira e a
Ultima data para a coleta de
amostra.

Nem todos os ACOs serdo
adequados para
EMMA/ALICE.
Recomendamos consultar
nossos especialistas clinicos
sobre a composicdo antes
de programar a bidpsia.

Na coluna anterior, também
sdo vdlidas a primeira e a
Ultima data para a coleta de
amostra.
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Dia da biopsia endometrial: protocolos invalidos

Tipo de ciclo | Dia do Ciclo EMMAALICE

As amostras ndo podem
ser coletadas em um ciclo
de estimulacdo, pois as

Estimulagao condicdes ndo podem ser
ovariana NA NAO NAO replicadas durante o ciclo
controlada PET. O microbioma ndo é

representativo porque os
niveis de hormonio ndo
sdo compardveis a um
Ciclo Natural ou HRT.

Biopsia As amostras s& devem ser

durante a _ _ coletadas durante a fase

fase NA NAO NAO secretora para garantir a
folicular estabilidade do

microbioma.
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Protocolo de bidopsia endometrial

Uma

Unica bidpsia endometrial é suficiente para um teste individual ou para

EndomeTRIO (ERA, EMMA e ALICE). A Igenomix fornecerd um criotubo para cada

bidpsia. O criotubo contém 1,5 ml de uma solucdo transparente para preservar o

material genético.

Igenomm

1. Limpe o colo do Utero com gaze estéril e seca (evite o uso de betadine) e

Nndo infroduza fluido no endométrio.

2. Rotule o tubo com: nome da paciente, data de nascimento e data da
bidpsia.

3. A biopsia endometrial deve ser retirada do fundo uterino usando a Pipelle
fornecida no kit Endometrio. No caso excepcional de ter que usar um cateter
diferente do fornecido pela Igenomix, certifique-se de que ele tenha a marca

CE e informe-nos por e-mail sobre suas caracteristicas.

4. Colete pelo menos 70mg de tecido(corresponde a um pedaco cubico de
tecido com lados de aproximadamente 7 mm). O volume da amostra ndo
deve exceder a linha branca marcada no criotubo (correspondente a 1/3 do
volume total do criotubo; veja a figura abaixo). Para quantidades maiores de
tecido, ndo haverd estabilizacdo suficiente no criotubo (o que levard a

degradacdo do material genético).

PART GF VITROLIFE GROUP”
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5. Cerlifique-se de que a amosira seja composta de tecido endometrial, nao
apenas sangue ou muco. Quanfidades excessivas de sangue ou muco

também devem ser evitadas.

6. Evitar o contato da amostra com qualquer solugao que nao seja o tampao

no tubo (ndo lave a amostra).

7. Ap6s a redlizacdo da bidpsia, a amostra deve ser transferida
imediatamente para o criotubo fornecido, evitando tocar no tubo com a
Pipelle e agitando vigorosamente por pelo menos 10 segundos(para garantir
que o tampdo penetre no tecido e estabilize o material genético da

amostra).

8. O criotubo contendo a amostra deve ser imediatamente transferido para a
geladeira (4-8 ° C / 39-46 ° F) e armazenado por pelo menos 4 horas (ndo

cologue no freezer antes de completar essas 4 horas).

9. Apdés a refrigeracdo por pelo menos 4 horas, as amostras podem ser
enviadas para a Igenomix em temperatura ambiente. Se as amostras forem
ser expostas a temperaturas superiores A 35°C/95°F, recomendamos envid-las
com uma embalagem de gelo gel. As enfregas em temperatura ambiente

nunca devem exceder 5 dias.

10. As amostras também podem ser mantidas em geladeira por até 3
semanas ou podem ser congeladas a -20 ° C/-4 ° F (apds as primeiras 4 horas
em 4-8°C/39-46°F) se ndo for enviado para a Igenomix imediatamente. No
enfanto, no caso de um teste EMMA, ALICE ou EndomelRIO, como o
microbioma pode flutuar ao longo do tempo, a recomendagdo € processar a
amostra o mais rapido possivel apds a coleta. Ndo recomendamos afrasar o

envio de amostras por mais de uma semana.
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Logistica

Amostra e documentos:

Leia e preencha corretamente o “Formuldrio de Requisicdo do Teste” e o “Termo
de Consentimento”.

Cologue o criotubo fornecido pela Igenomix, que & contém a bidpsia
endometrial, dentro do recipiente pldstico no kit e feche-o. Insira o recipiente na

caixa do kit e o no envelope de pldstico de retorno.

Inclua o documento "Formuldrio de Solicitacdo do Teste” e “Termo de

Consentimento" dentro do envelope de devolucdo.

No caso de envios de fora do Brasil, cerfifigue-se de que inclui a etiqueta

"UN3373" no envelope de devolucdo. Esta etiqueta estd incluida no kit fornecido.
Por fim, cole a guia de remessa fornecida pelo Suporte ao Cliente no envelope

de devolucdo.

- Os envios a temperaftura ambiente ndo devem exceder 5 dias para garantir a
acdo estabilizadora do liquido do criotubo. Em temperaturas superiores a 35°C,
recomenda-se adicionar um gelo gel d embalagem. Em caso de duvida, entre
em contato com nosso departamento de Atendimento ao Cliente

(atendimentoaocliente@igenomix.com)

Envio:

- Por favor, informe-nos por e-mail de cada remessa (labbrasi@igenomix.com),
indicando o numero de amostras e seu histérico médico ou nUmero de

referéncia.

- Vocé pode usar uma empresa de correio de sua preferéncia, ou se desejar,

podemos informd-lo sobre 0 nosso servico de coleta.
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Uma visado completa da satde
endometrial

TESTE SOLICITADO

EndomeTRIO

The endometrium

matters

ERA’

Endometrial
Receptivity Analysis

EMMA

Endometrial Microbiome
Melagenomic Analysis

ALICE

Analysis of Infecticus
Chranic Endometritis

Igenomm
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ANALISE DA RECEPTIVIDADE
ENDOMETRIAL
Expressdo de 248 genes
para guiar a pET*

ANALISE DA RECEPTIVIDADE

ENDOMETRIAL
Expressdo de 248 genes
para guiar a pET*

TESTES INCLUIDOS E APLICAGCAO

ANALISE DO MICROBIOMA ENDOMETRIAL
Lactobacillus e bactérias patogénicas do
trato reprodutivo
Detec¢Go molecular de bactérias presentes
para permitirum tratamento mais
personalizado

ANALISE DO MICROBIOMA ENDOMETRIAL
Lactobacillus e bactérias patogénicas do
trato reprodutivo
Detec¢cdo molecular de bactérias presentes
para permitirum tratamento mais
personalizado

ENDOMETRITE CRONICA
Bactérias patogénicas
Relacionadas a EC
Detecg¢éo molecular dos patégenos de EC para
permitirum fratamento mais personalizado

ENDOMETRITE CRONICA
Bactérias patogénicas
Relacionadas a EC
Detecg¢éo molecular dos patégenos de EC para
permitirum fratamento mais personalizado

ENDOMETRITE CRONICA
Bactérias patogénicas

Relacionadas a EC
Detec¢do molecular dos patégenos de EC para
permitirum tratamento mais personalizado

*DET: transferéncia de embrides personalizada
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Lista de abreviaturas

ALICE Andlise da Endometrite Cronica Infecciosa
ACOs Pilulas contraceptivas orais

DNA Acido Desoxirribonucleico

E> Estrogénios

EC Endometrite Cronica

EMMA  Andlise Metagendmica do Microbioma Endometrial
ERA Andlise da Receptividade Endometrial

hCG Gonadotrofina Coridnica Humana

HMP Projeto Microbioma Humano

HRT Terapia de reposicdo hormonal

IMC indice de Massa Corporal

LH Horm&nio luteinizante

NGS Sequenciamento de nova geracdo

Ov Ovulacdo

P4 Progesterona

pET Transferéncia de embrides personalizada

RIF Falha de implantacdo recorrente

RNA Acido ribonucleico

RPL Perda gestacional recorrente

RT-PCR Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
WOl Janela de implantacdo

Igenomm
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