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Casi clinici

36 aa, sterilita primaria idiopatica
In anamnesi 3 U facili 40 aa, sterilita secondaria tubarica.
e Primo ET: difficile, attesa e buscopan 1 e ET a fresco: difficile, pinza
fl IM-> facile dilatazione-> non gravidanza
No gravidanza HSC diagnostica: sinechie a livello
e Secondo ET (no buscopan per reazione cervicale.
allergica): difficile (pinza e dilatazione): e ET successivo: piu di un tentativo,
gravidanza singola non dilatazione, non pinza, non
sangue-> no gravidanza

39 aa, sterilita secondaria maschile
e ET a fresco non riuscito: embrioni congelati
e ETdiprova (ecoguidato): non si passa OUI

HSC diagnostica: piccola lesione a livello della cervice,
procedura mal tollerata dalla paziente.

* oET il mese successivo: facile-> no gravidanza °




 E’ uno degli step fondamentali della fecondazione in vitro

e Sembra essere lo step piu «inefficiente»

la maggior parte delle pazienti che si sottopone ad ART raggiunge lo stadio di ET, solo 1/3 di
queste arrivano ad una gravidanza clinica

e Fattori implicati: recettivita endometriale,

competenza embrione,

EMBRYO TRANSFER
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Preparazione della paziente
Evitare contaminazione
Practicing

Ecoguida

Difficolta ET

Sangue

Tipo catetere
Standardizzazione esecuzione
Bed rest



Preparazione

e Conoscere le caratteristiche anatomiche della paziente

Anamnesi

Visita

Screening ecografico pre stimolazione ed eventuale isteroscopia con bonifica della cavita uterina
prima della stimolazione (polipi, miomi, malforamzioni uterine)

RICONOSCERE fattori di rischio per stenosi del canale cervicale-> embrio transfer di prova
e Valutazione ecografica pre/durante la stimolazione
 Eventuale correzione condizioni che aumentano la probabilita

di ET difficile (polipi endometriali, del canale cervicale,miomi,
stenosi del canale cervicale)



Embryo transfer di prova

e Timing:
prima della stimolazione
durante la stimolazione
al pick up
prima del ET

Alcuni studi riportano una minore PR se ET di prova eseguito
nell’ultima fase del trattamento (induzione contrazioni uterine,
danneggiamento dell’endometrio,...)
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In summary, our study demonstrated that the tming of

MET does not affect IVF implantabon or pcregn.mcy rates.
Performing a MET at the time of oocyte retrnieval, 3 to 5

days before ET. does not have a deleterious cFﬁ:cL on the
endometrium. In additon, there was a statisically signifi-
cant difference in the utermc cavity Iength at the time of

when measured closer to the time of .'11:11|;1I ET. It is pos-
sible that assessment of the wenne cavity length closer to
the time of the actwal ET may be more accurate and
identify wyet another potental vanable associated with
ET success.

Katariya et al.
Vol. 88, No. 5, November 2007

Furial Enclermerlniad Surface

Importanza della valutazione delle

dimensioni uterine:

* |unghezza della cervice uterina
(OUE-OUI)

* |Importanza del posizionamento
della punta del catetere esterno
appena all’'interno dell’OUI

e |lunghezza della cavita uterina

e Distanza catetere morbido-fondo
uterino ->

Miglior posizione per ET

(Frankfurter al. 2003, Cenksoy 2013)

Fig. 1. (A} The length of uterine cavity, (8] the distance betereen the end of the
fundal endometrial surface and the tp of inner catheter, and (C] the distance
between fundal endometral surface and air bubbles.

Fig 2. The lecation of the dp of inner and outer catheter

v P, Conbesay er al ) Euvnopegn Journal of Okstemics & Gymecology and Reproductive Biology 172 (2014} 46-50



Studio del 2011

e 150 pazienti randomizzate per eseguire ET di prova al 21
giorno del ciclo precedente o in sesta giornata di stimolazione.

NON differenze di pregnancy rate o implantation rate

Yoldemir T et al. 2011



ET di prova prima della stimolazione:
e Predittivo per difficolta ET

 Non predittivo per posizione ideale degli embrioni all’ET

gl

modificazioni uterine legate alla stimolazione

The pre-cycle blind mock embryo transfer is an inaccurate
predictor of anticipated embryo transfer depth

=

Kristin L. Miller - John L. Frattarelli
31.3

=

Sia modificazioni legate
alla lunghezza della
cavita uterina che alla
flessione uterina

-
=
L

Percent experiencing change (%)
=

=

05 0 o5 1 15 2 25 3
Change in measured uterine cavity depth {cm)

T Assist Reprod Genet (2007) 24:77-82



Contaminazione

BATTERICA

e Non eseguibile disinfezione con antisettici normalmente utilizzati in
ginecologia.

Da circa vent’anni evidenze su impatto negativo su ovociti ed embrioni (anche
nella fase del pick up) riduzione del pregnancy rate aumento del tasso di
gravidanze biochimiche.

Hannoun A et al. 2008; van Os et al 1992

e Solitamente la detersione aviene con soluzione fisiologica o terreno di
coltura.



Human Reproduction Vol.21, No.11 pp. 2911-2915, 2006

A randomized controlled trial of prophylactic antibiotics
(co-amoxiclav) prior to embryo transfer

N.Brook’, Y.Khalaf'*, A.Coomarasamy’, J.Edgeworth’ and P.Braude’

Table II. The effect of antibiotics on assisted reproduction technique

outcome

Co-amoxiclav Control Relative risk
group (%) group (%a) (95% CI)

Contamunation of  76/154 (49 4)

catheter tips

Clinical pregnancy 64/178 (36.0)

§1/130 (62.3) 0.79 (0.64—0.97) <0.03

61/172(35.5) 1.01(0.81—124) 0383

PR non correlato
all’antibioticoprofilassi ma al
livello di contaminazione
batterica.

Importanza dello screening ed
eventuale terapia prima del
trattamento di IVF.

Table IV. Effect of grade of bacterial contamination of the embryo transfer
catheter on clinical pregnancy and implantation rates

Level of Clinical pregnancy Crude Adjusted® OR
contamination  rate (%) (Unadjusted OR)

No growth 60/126 (47.2) b 1’

GP+ 36/90 (40.0) 0.73 0.61

GP+ 12/37 (32.4) 0.53 0.41

GP+++ 3/19 (15.8) 021 0.18

GN 2/11(18.2) 0.22 0.16

GP, gram positive; GN, gram negative.

The overall unadjusted P-value for the association of the level of bacterial con-
tamination and clinical pregnancy rates was 0.03_ Following adjustment for
the above factors, the P-value was found to be 0.01. showing an even stronger
association between the level of contammation and climcal pregnancy rates.
*Adjusted for female age, canse of infertility, duration of infertility, cycle
number. basal FSH level. embryo transfer operator and type of assisted repro-
duction techmique (IVFE. ICSI or PGD).

PReference group for the comparisons.



Examination of bacterial contamination at the time
of embryo transfer, and its impact on the IVF/

pregnancy outcome

Helmy Selman « Monica Mariani - Nicoletta Barnocchi -
Antonella Mencacci » Francesco Bistoni -
Saverio Arena - Silvana Pizzasegale -

Gian Francesco Brusco « Antonio Angelini

Table 2 Distribution of patients based on each isolated bacterium and its correlation with pregnancy outcome

Isolated microbial organisms Number of positive patients Number of negative patients P
Pregnant (%) Not pregnant (%) Pregnant (%) Not pregnant (%)

Lactobacillus 3 (15.8) 16 (84.2) 46 (34.6) 87 (65.4) ns

Entrobactenaceae 22 (22.2) 71 (71.8) 27 (51) 26 (49) =0.001

Staphylococcus spp. 12 (17.6) 56 (R2.4) 37 (44) 47 (56) =0.001

Streptococcus spp. 18 (41.8) 25 {58.1) 31 (28.4) 78 (71.6) ns

Others® 12 (42.8) 16 (57.2) 37(29.8) 87 (70.2) ns

ns Mot significant

*Other microorganisms include: § agalactiae, G. vaginalis, Mycoplasma and yeast

152 pazienti, tampone vaginale, catetere, colture media

J Assist Reprod Genet (2007) 24:395-399



e Valutazione batteriuria: origine urinaria della contaminazione

e Prevalenza batteriuria asintomatica nelle donne in eta
riproduttiva: circa 5% (Hooton T™ et al, 2000)

e Fattore prognostico per sviluppo di infezioni sintomatiche
nella seconda fase del trattamento di PMA/in gravidanza

Prevenzione complicanze urinary tract related in gravidanza



PROGESTERONE

Recente studio su modello murino in vitro. Coltura di embrioni con
concentrazioni variabili di progesterone (crinone gel, progesterone
micronizzato): aumento del apoaptosi, riduzione cellulare e riduzione della
formazione della blastocisti (Ying LY et al. 2014)

MUCO
Contaminazione da muco, se in minima quantita non sembra interferire con
I'impianto.

Screening ed eventuale terapia di coppia prima del trattamento per
la riduzione della contaminazione batterica

Accurata pulizia prima dell’embryo transfer, minimizzare la
contaminazione esterna.



Practicing

Almeno 50 embryo transfer

(Papageorgiu 2001)

11-99 ET per raggiungere gli standard di un ginecologo esperto
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Figure | LC-CUSUM and CUSUM curves for embryo transfer (positive hCG) in five trainees and a senior gynascologist. The first embryo transfers
performed by five trainess were monitored. LC-CUSUM and CUSUM scores are plotted in terms of the successive procedures, evaluating perform-
ance by the results of hCG tests. CUSUM was also used to monitor 241 consecutive transfers performed by a senior gynaecologist. LC-CUSUM is
applied until acceptable performance has been reached and CUSUM is used thereafter to ensure that adequate level is maintained. For the
LC-CUSUM, as long as the score remains over the limit h (dotted line), the trainee is not considered as proficient; when the LC-CUSUM score
crosses this limit, the trainee Is considered to have learmed the procedure. For the CLUSUM, as long as the score remains under the limit, the operator
is considered to maintain an acceptable performance.

Human Reproduction, Vol.25, No.2 pp. 380-386, 2010

(Dessolle 2010)

Alcuni studi riportano un’alta
variabilita interoperatore
(Hearn Stokes et. Al 2000),
cosi forte da poter essere un
grosso bias nello studio
nell’efficacia dell’utilizzo di
diversi tipi di cateteri
(casistica di 1400 casi da tre
operatori diversi)(Yao 2009).



US guide/vs clinical touch

e Standard nella maggior parte dei centri: US guide
e Standardizzazione della procedura, minimizzazione del fattore
operatore dipendente

Ultrasound versus ’clinical touch’ for catheter guidance during
embryo transfer in women (Review)

Brown J, Buckingham K, Abou-Setta AM, Buckett W

For a population of women with a

25% chance of pregnancy using
clinical touch this would be increased THE COCHRANE

to 32% (28% to 46%) by using UGET COLLABORATION®




Figure 4. Forest plot of comparison: | Pregnancy, outcome: 1.2 Ongoing pregnancies (per woman
randomised).

UGET Clinical touch Peto Odds Ratio Peto Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight Peto, Fixed, 95% Cl Peto, Fixed, 95% CI
Coroleu 2000 85 182 52 180 16.8% 213[1.39,3.29] —
Eskander 2008 68 183 50 180 15.9% 1.65[1.07, 2.55] —
Garcia-Velasco 2002 100 187 94 187 18.4% 1.14[0.76,1.70] T
Kosmas 2007 36 101 38 95  91% 0.83[0.47,1.48] I
Marconi 2003 22 41 12 42 40% 279117, 6.65]
Tang 2001 94 400 T6 400 26.3% 1.31[0.93, 1.84] -
YWeissman 2003 36 160 28 124 96% 1.00[0457,1.74] e
Total (95% CI) 1254 1218 100.0% 1.38 [1.16, 1.64] L3
Total events 441 3480
Heterogeneity: Chi==. 12:40. df= B_(P =0.08);, F=52% 50_1 sz DJ‘S 5 55 1C|J'
Test for overall effect: Z= 3.65 (P = 0.0003) Favours CTET Favours UGET

Figure 5. Forest plot of comparison: | Pregnancy, outcome: 1.3 Clinical pregnancies (per woman
randomised).

d ) ff UGET Clinical touch Peto Odds Ratio Peto Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight Peto, Fixed, 95% CI Peto, Fixed, 95% Cl
Non differenze Bar Harva 2003 27 65 15 66 20%  172[081, 368 =
- . . . . Chen 2007 § o7 4 23 06%  108[026 457
statisticamente Slgnlflcatlve Coroleu 2000 91 182 B 180 68%  193[1.27, 293 —_—
Coroleu 2002 32 93 18 91 28%  2.09[1.09,3.99)
. TN F Drakeley 2008 207 B34 204 815 236%  0.88[0.79,1.24] -+
per quanto riguarda il live c e 2003 7S 183 si 190 8s% 174014250 —
. . Garcia-Velasco 2002 112 187 103 187 7.0%  1.22[0.81.1.83 -
. Kostras 2007 63 150 63 150 5.6%  1.00[0.63,1.58) —
blrth rate (SOIO 4 StUdI )l non Li 2005 66 178 33 152 A4%  1.75[1.10,2.78] —
. .. Marconi 2003 5 41 15 42 16%  272[1.15 6.40]
d |ffe renze statisticamente Martins 2004 21 50 15 50 18% 167074 3.77] B R—
Matarras 2002 67 255 47 260 6.8% 161 [1.06,2.44] —_—
. . re . . . Moraga-Sanchez 2004 21 33 13 34 13%  272[1.05 7.04]
significative per eventi avversi Tang 2001 106 a0 90 400 113% 121086 167] 1
Weissman 2003 43 160 33 124 46%  0.95[058,1.60] o
o . : Wisanta 1989 19 98 9 98 18%  229[1.03 500 —
(gravidanze gemellari, aborti, B B I R e e =
G EU ) Total (95% CI) 3244 71 100.0%  1.31[1.18, 1.46] 4
Total events 1084 B85
Heterogeneity: Chi#= 27.28, df= 16 (P = 0.04); F= 41% —t = I —
Test for overall effect: Z= 4.92 (P = 0.00001) 01 FDaI\%nursUC?I'ET Favnzurs UGSET1 0

The exact mechanism by which UGET increases pregnancy rates
remains unclear. The main suggestions remain the confirmation
of the catheter in the uterine cavity , “ease of transfer” positioning
of the catheter and avoiding touching the fundus or indenting the

° endometrium. °
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Posizionamento degli
embrioni

Letteratura contrastante,
negli ultimi anni

> =
Fundal ET

Middle to lower uterine segment embryo
transfer improves implantation and
pregnancy rates compared with fundal
embryo transfer

David Frankfurter, M.D., James B. Trimarchi, Ph.D., Celso P. Silva, M.D., and
David L. Keefe, M.D.

Representation of transfer point (TP) equation. DA represents
the distance from the middle of the transfer flash to the fundal
extent of the endometrium. DB represents the endometrial
length from the internal os to the fundus. TP represents the
relative depth of transfer normalized for the length of the
endometrial cavity and is calculated based on the following

forimulaf: %PXEN[I)B. E$st§g ofn tl:jis formuiﬁ 1{19 grfeaier the FERTILITY AND STERILITY®
vailue o ] e closer 1o the fundus was the transier. VOL_ SI, j\.-'f) 5' },c_{_ﬁ_{]fjﬂﬂc,t

Frankfurter. Middle to lower uterine embryo transfer and IVF success. Fertil Steril
2004.

Patient and cycle-specific parameters in fundal and

lower to middle groups.

Fundal Lower—mid

Characteristic (n = 393) (n = 273) P value

Live births (% of 103 (26.2) 93 (34.1) 03
ET)*

Clinical pregnancies 123 (31.2) 115 (39.6) 005
(% of ET)?

Implantations (sacs/ 192 (0.141) 174 (0.206) 001
embryos trans)®

Agebc 34 (32-38) 35 (31-38) 19

Basal FSH (mIU/ 6.2 (5.1-7.5) 58(4.7-7.4) 19
mL}b,{

Peak 17 E, 1,712 (1,160-2.617) 2,010 (1,088-2.448) 20
(pg."'mL)b‘c

No. oocytes 3,085 (64.3) 1.858 (62.4) .09
fertilized (%6)>¢

No. of ICSI cycles® 181 (46.1) 105 (38.5) 06

No. of 6-cell 314 2(1-4) 74
emhr}'os""

No. of embryos 3(2-4) 3(2-4) 51
transferred®<

No. of traumatic ETs 70 (17.8) 61(22.3) 18
(%)

No. blastocyst 22 (5.6) 8(2.8) 18
transfers (%)*

a X2_

® Values are medians with inner quartile ranges.
© Binary logistic regression. Significance set at P<2.05.

Frankfurter. Middle to lower utering embryve transfer and IVF success. Fartil Steril

2004.



The importance of the length of uterine cavity, the position of the tip of
the inner catheter and the distance between the fundal endometrial

surface and the air bubbles as determinants of the pregnancy rate in
IVF cycles

Pinar Ozcan Cenksoy®*, Cem Ficicioglu®!, Mert Yesiladali %,
Oya Alagoz Akcin *2, Cigdem Kaspar >*

European Journal of Obstetrcs & Gynecology and Reproductive Biology 172 (2014) 46-50

The optimal distance between the fundal
endometrial surface and the tip of inner catheter is 1.5-2 cm.

Tiras 2011: studio su 5055 ET
PR aumentata se bolle a distanza dal fondo <10 mm.

-

Gold standard: punta del catetere a 10-20 mm



Easy vs difficult

e Difficult ET= lower pregnancy rate

O Time consuming
0 Require of firmer catheter
0 Cause discomfort
O Additional instrumentation

e Meccanismo diminuzione PR

0 Modificazione dell’attivita contrattile uterina (insulto meccanico, Rilascio Pg e
ossitocina,...?)

0 Insulto diretto endometriale (sangue sulla punta del catetere)
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Localizzazione sangue su
catetere

Correlation of technical difficulty during embryo transfer with rate of clinical
pregnancy

Meeta Singh, Prema Gupta, Suneeta Mittal, and Neena Malhotra

J Hum Reprod Sci. 2012 Sep-Dec; 5(3): 258-261.

Characteristics of eyele between bloodless transfers and transfers with blood at outer catheter or catheter tip

Bloodless transfer (n =241) Blood on outer catheter (n =71) Blood on catheter tip (7 =30) P value

Age 31.20+309 31.6+4.12 31.8+43 NS
No. of oocytes retrieved 11.6+6.8 10.5+6.9 11.9£5.8 NS
No. of grade I embryos 54+36 62+34 58+29 NS
No. of embryos transferred 2705 27£05 27+05 NS
Clinical pregnancy rate 24.1 21.2 13.3 0.032




Tipo di catetere

Catetere morbido e flessibile per indurre minor traumatismo
possibile a livello della cavita uterina.

Numerosi trial randomizzati, metanalisi.
(Abou Setta 2005; Buckett 2006)

'uso di mandrino rigido, altra strumentazione (es. Pinza da collo)
sono da utilizzare solo in caso di ET difficile.



Tecnica ETI

\

e \/elocita di iniezione

Med+ embryo
Tip

-:H air =] = ~ [

——
100 pl 3ul 3ul Supl 1l 1l

+
Transferred volume

Pressure changes during embryo transfer

Cezary Grygoruk, M.D., Ph.D.," Piotr Sieczynski, M.Sc., Ph.D.” Piotr Pietrewicz, M.Se.,”
Malgorzata Mrugacz, M.D., Ph.D.* Jerzy Gagan, M.Sc., Ph. D." and Grzegorz Mrugacz, M.D., Ph.D.”

Pressure changes, time and speed of injection of transferred volume recorded during 30 mock embryo transfers.

Mean Minimum Maximum
Peak pressure during transfer (mm Hg) 76 14 155
Pressure increase slope (mm Hg/s) 26,682 2,656 72,437
Pressure decrease slope (mm Hg/s) 61,742 8,375 144,250
Time of injection of transferred volume (s) 0.021 0.011 0.032
Speed of injection of transferred volume (m/s) 124 75 21.8

Grygoruk. Embryo mansfer: part 1. Fertil Steril 201 1.

minor traumatismo
possibile per gli embrioni

Pressure changes (in mm Hg) recorded during ejection of
transferred volume for doctor A (10 transfers), doctor B (10
transfers), and doctor C (10 transfers).

Doctor A Doctor B Doctor C Together

Mean peak 116 25° 66(25) 47 (20) 76(37)
pressure (SD)

Minimum 76 a 14 14

Maximum 155 a5 73 155

P -0.05.

Grvgoruk. Embryvo rransfer; part I Ferri Steril 201 1.
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Evitare la fuoriuscita degli
embrioni

e Terreno ricco di acido ialuronico (es. Embryo glue)

 Togliere il caterere dopo 30-60 secondi dalla fine della
procedura.

Quando togliere il catetere: immediate vs delayed removal
Sroga et al.2010: non differenze statisticamente significative tra le due tecniche.
Importante non creare pressione negativa che possa dislocare gli embrioni appena trasferiti

e Mantenimento dello speculum per qualche minuto con lo
scopo di mantenere disteso il collo uterino



Controllo catetere post ET

Controllare che non ci siano embrioni ritenuti all’interno del
catetere.

Se si ripetere la procedura.
Non sembra interferire sul PR.



Bed rest

In passato consigliato per 24 ore post ET
Attualmente 10-15 minuti bed rest (Abou-Setta et al., 2009)

the bed rest period did not affect clinical pregnancy rate
(Purcell et al.,2007)



