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Capitolo 1: Introduzione 

 

La qualità embrionaria è da sempre considerata uno dei principali fattori in grado 

di influenzare l’esito di un trattamento di Fecondazione in Vitro (IVF) pertanto la 

selezione degli embrioni da trasferire è uno dei punti fondamentali per la buona 

riuscita di un trattamento (Puissant et al 1987; Staessen et al 1992; Steer et al 

1992; Shulman et al 1993; Giorgetti et al 1995; Van Royen et al 1999; Hardarson 

et al 2001; Terriou et al 2001; Hunault et al 2002; Oron G 2014, Zhu J et al 2014). 

Nonostante l’introduzione di nuove valutazioni non invasive per l’analisi degli 

embrioni, come ad esempio l’analisi del secretoma e del microbioma e lo studio 

morfocinetico dello sviluppo embrionale, ad oggi nella maggiore parte dei 

laboratori di Procreazione Medicalmente Assistita (PMA) gli embrioni dei cicli 

non destinati a diagnosi o screening genetico preimpianto vengono ancora valutati 

e selezionati secondo un criterio morfologico. 

Negli ultimi decenni sono state proposte diverse classificazioni per la valutazione 

embrionale ma tutt’ora non esiste un metodo validato e uniformemente applicato 

nei diversi laboratori. L’assenza di un metodo comune di valutazione embrionale 

rende difficile, se non addirittura impossibile, l’analisi ed il confronto dei dati tra 

diversi centri creando problemi anche nell’interpretazione dei risultati di studi 

multicentrici. 

Molti studi in letteratura hanno dimostrato una forte associazione tra gli aspetti 

morfologici dell’embrione e le percentuali di impianto e di gravidanza evolutiva 

(Oron et al 2014; Ziebe et al 1997 Alikani et al 2000; Ebner et al., 2003; Alpha 

Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of 

Embryology, 2011). Tuttavia, trattandosi di un’osservazione di tipo statico, 

presenta grossi limiti sia per quanto riguarda la soggettività dell’analisi che può 

infatti variare da operatore ed operatore, sia dal punto di vista del tempo in cui 

vengono valutati gli embrioni. Un embrione osservato in un determinato momento 

di sviluppo può, infatti, apparire completamente diverso se osservato anche solo 

ad un'ora di differenza. Pertanto il reale potenziale di impianto e l’influenza di un 

embrione definito di scarsa qualità morfologica non è ancora chiaro ed in 

letteratura sono presenti dati contrastanti. 

Ad oggi la comunità scientifica è sempre più orientata verso il trasferimento di un 

singolo embrione (Single Embyo Transfer – SET) per ridurre al minimo i rischi di 

http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
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gravidanza gemellare con conseguenti complicanze materne e fetali. 

complicazioni. Tuttavia, sono ancora tanti i centri in cui si decide di trasferire due 

embrioni (Double Embryo Transfer – DET) in seconda giornata di sviluppo. Nelle 

pazienti destinate a DET in cui si osserva la presenza di due embrioni con score 

morfologico discordante, il quesito che ci si pone è, quindi, se il trasferimento 

dell’embrione di scarsa qualità possa influenzare l’esito del trattamento.  

 

1.1 Morfologia embrionaria in Day 2 e “outcomes” della Fecodanzione in Vitro 

 

I principali aspetti morfologici analizzati nei diversi metodi di valutazione 

embrionale sono la frammentazione, la presenza di blastomeri multinucleati, la 

velocità e la simmetria di clivaggio. 

Analizziamo nel dettaglio questi eventi. 

a) Frammentazione 

I frammenti sono strutture extracitoplasmatiche anucleate collegate alla membrana 

cellulare. L’incidenza della frammentazione negli embrioni in via di sviluppo è 

difficile da valutare e in prima analisi è necessario distinguere correttamente i 

frammenti cellulari dai blastomeri veri e propri. Johansson e collaboratori hanno 

definito i frammenti come cellule con un diametro < 45 µm negli embrioni in 

seconda giornata di sviluppo, e con diametro < 40 µm negli embrioni in Day 3.  

Vari studi in letteratura hanno osservato una correlazione negativa tra la presenza 

di embrioni con un’alta percentuale di frammenti e l’instaurarsi di una gravidanza, 

la presenza di pochi frammenti, invece, sembra non influenzare l'impianto in utero 

(Giorgetti et al 1995; Ziebe et al 1997; Van Roye et al 1999-2001). Piccoli 

frammenti sembrano, infatti, svanire o grazie alla lisi cellulare o addirittura grazie 

ad un meccanismo di riassorbimento cellulare che si osserva nei successivi stadi 

di sviluppo durante la coltura (Hardarson et al 2001; Van Blerkom et al 2001). 

Anche Van Royen e collaboratori nel 2003 hanno affermato che una 

frammentazione <10% in un embrione sembra non incidere sulla probabilità di 

impianto e anche un ulteriore studio, analizzando il trasferimento singolo di 1273 

embrioni a 4 cellule ha affermato che la presenza di frammenti fino al 20% 

dell’embrione non influenza le probabilità di gravidanza. Nello stesso studio, 

però, si evidenzia come embrioni con frammentazione tra il 10 ed il 20% ma con 

blastomeri di dimensione irregolare presentino la stessa probabilità di gravidanza 
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degli embrioni con frammentazione >20%. Pertanto, la frammentazione è un 

aspetto importante nella valutazione della morfologia embrionaria ma non 

dovrebbe essere l’unico parametro analizzato.  

 

b) Multinucleazione 

Un blastomero che presenza più di un nucleo al suo interno è definito 

multinucleato. La presenza di blastomeri multinucleati è considerata anormale e i 

dati sono stati ottenuti sia in vivo sia in vitro (Hertig et al 1954; Tesarik et al 

1987). Dai dati in letteratura emerge un’associazione tra la presenza di blastomeri 

multinucleati e la presenza di anomalie cromosomiche così come si osserva 

un’associazione anche con un’alta percentuale di frammentazione (Kligman et al 

1996; Hardarson at al 2001; Van Royen et al 2003). La presenza di blastomeri 

multinucleati è stata anche associata ad una dimensione irregolare dei blastomeri 

(Hardarson et al 2001) influenzando in modo negativo il potenziale di impianto 

degli embrioni (Jackson et al 1998; Pelinck et al 1998; Hardarson et al 2001; Van 

Royen et al 2003; Holte et al 2007). E’ anche vero, però, che alcuni studi in 

letteratura hanno osservato che allo stadio di 2 cellule si ha un’elevata percentuale 

di blastomeri multinucleati ma che questa percentuale si riduce drasticamente allo 

stadio di 4 cellule e ulteriormente al terzo giorno di sviluppo embrionale, 

sostenendo quindi una tesi a favore della presenza di un meccanismo di auto 

correzione dell’embrione stesso. Infatti Balakier e collaboratori hanno, ad 

esempio, osservato come il 56,8% degli embrioni multinucleati allo stadio di 2 

cellule si sviluppi in blastocisti di buona qualità e che di queste circa il 50% risulti 

euploide in seguito a screening genetico preimpianto. 

 

c) Velocità di clivaggio. 

Il clivaggio dell’embrione si identifica con i primi stadi della duplicazione 

cellulare che danno origine, attraverso una serie di divisioni mitotiche, ad un 

embrione formato da numerose cellule dette blastomeri. La divisione cellulare è 

uno dei più importanti indicatori di vitalità e competenza embrionaria ed il 

numero di blastomeri è uno dei principali fattori predittivi di qualità embrionaria, 

impianto e probabilità di gravidanza (Van Royen et al., 1999; Alikani et al., 2000; 

Fisch et al., 2001). La velocità di clivaggio ottimale di un embrione è stata 

definita dalla Consensus di Istanbul nel 2011 e prevede in Day 1 (26 ± 1 h post-

http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
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ICSI, 28 ± 1 h post-IVF) 2 cellule, in Day 2 (44 ± 1 h) 4 cellule e in Day 3 (68 ± 1 

h) 8 cellule (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 

Interest Group of Embryology, 2011). Negli embrioni in cui si osserva 

precocemente la prima divisione mitotica si è di fronte ad un fenomeno chiamato 

“early cleavage”. Dati in letteratura hanno mostrato come questo fenomeno correli 

con lo sviluppo di embrioni di buona qualità con maggiori probabilità di impianto 

(Lundin et al., 2001; Fenwick et al., 2002). Numerosi studi, inoltre, hanno 

osservato come il trasferimento di un embrione a 4 cellule in Day 2 aumenti in 

modo significativo le probabilità di impianto e gravidanza rispetto al trasferimento 

di embrioni sia con un minor numero di cellule che con un maggior numero 

(Edwards et al 1980; Giorgetti  et al 1995; Ziebe et al 1997; Van Royen et al 

1999;2001, Thurin et al., 2005; Holte et al., 2007; Scott et al., 2007). 

 

d) Simmetria di clivaggio 

Un embrione i cui blastomeri presentino >1/3 di differenza in dimensione è 

definito asimmetrico (Puissant et al 1987). Lo sviluppo di questi embrioni 

“asimmetrici” e il loro impatto negativo sugli outcomes della Fecondazione in 

Vitro è stato a lungo discusso in letteratura (Giorgetti et al 1995; Ziebe et al 1997; 

Hardarson et al 2001). Inoltre, l’analisi genetica di questi embrioni correla con la 

presenza di anomalie cromosomiche (Hardarson et al 2001). 

  

La maggior parte degli studi presenti in letteratura hanno analizzato le 

caratteristiche morfologiche degli embrioni confrontandole singolarmente con gli 

esiti dei trattamenti. Solo pochi studi hanno invece valutato l’interdipendenza di 

questi parametri considerandoli insieme per valutarne l’influenza sulla capacità di 

impianto. 

Sjoblom e collaboratori nel 2006, ad esempio, hanno identificato in seconda 

giornata di sviluppo embrionale 5 parametri (aspetto del citoplasma, aspetto dei 

pronuclei e dei nucleoli, anomalie citoplasmatiche, numero di blastomeri e 

presenza di blastomeri multinucleati) che insieme correlano con l’impianto in 

utero. Allo stesso modo, Scott e collaboratori hanno osservato come 

un’asimmetria dei pronuclei in Day 1 associata alla presenza di blastomeri di 

dimensioni differenti e multinucleati in Day 2 fosse correlata ad una bassa 

probabilità di impianto in utero. 

http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
http://atlas.eshre.eu/es/14550068476800020#references
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In un ulteriore studio, con lo scopo di valutare l’interdipendenza delle 

caratteristiche morfologiche analizzate, è stata eseguita una regressione logistica 

dei diversi parametri, Holte e collaboratori hanno, infatti, valutato l’esito di 2266 

embrioni trasferiti in Day 2 e hanno generato uno score morfologico integrato 

(ICM: Integrated Morphology Cleavage embryo score) che correla con la 

probabilità di impianto in utero. L’ICM include i seguenti parametri: numero di 

blastomeri, dimensione dei blastomeri e presenza di blastomeri multinucleati. In 

un altro studio ancora, basato sull’osservazione di 4042 embrioni, si è osservato 

come il numero di blastomeri in Day 2 e l’incidenza dell’early cleavage fossero 

parametri predittivi per lo sviluppo di blastocisti di buona qualità (Guerif et al 

2007).  

In conclusione, ad oggi non esiste ancora un metodo validato e uniformemente 

applicato per l’analisi morfologica, pertanto per classificare e attribuire uno 

“score” agli embrioni è opportuno considerare tutti i diversi parametri morfologici 

 

 

1.2 Morfologia embrionaria e “Time Lapse” . 

 

Correntemente la valutazione morfologica dell'embrione rappresenta il criterio di 

selezione maggiormente utilizzato per l’identificazione dell'embrione con più alta 

probabilità di impianto; tuttavia per effettuare tale valutazione è necessario 

osservare gli embrioni a tempi stabiliti, ma soprattutto esporli più volte a 

condizioni non ideali per il loro sviluppo, tenendoli fuori dall’incubatore. 

Pertanto, al fine di valutare la qualità degli embrioni senza perturbarne le 

condizioni di coltura, negli ultimi anni è stata proposta l'indagine morfocinetica 

dell'embrione. La coltura embrionale in "time-lapse" ("intervallo di tempo") 

permette, mediante l’utilizzo di apposite telecamere, un'osservazione continua del 

tempo di divisione delle cellule che costituiscono l'embrione, dalla fecondazione 

dell’ovocita fino allo stadio di blastocisti (Day 5 / Day 6 di sviluppo). Inoltre, 

grazie all’impiego di appositi software è possibile creare una sequenza di 

immagini accelerata in Time Lapse (che significa appunto “intervallo di tempo”) 

dello sviluppo embrionario (Castello D et al 2016; Omidi M et al 2017; 

Armstrong S et al 2018). Questa tecnologia permette, quindi, di registrare 

dettagliate informazioni sullo sviluppo embrionario come la comparsa e 

https://www.fondazioneserono.org/glossario/cellule/
https://www.fondazioneserono.org/glossario/fecondazione/
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scomparsa dei pronuclei di fecondazione, la velocità delle divisioni cellulari, gli 

intervalli tra i cicli cellulari e altri eventi e caratteristiche durante lo sviluppo fino 

alla formazione ed espansione della blastocisti; poiché si tratta di eventi transitori, 

i dati ad essi correlati non sono rilevabili mediante una valutazione morfologica 

statica al microscopio (Kovacs P et al 2014). I parametri morfocinetici ottenuti 

tramite la tecnologia “Time Lapse” potrebbero costituire, quindi, dei potenziali 

indicatori non invasivi di qualità embrionaria. Ad esempio, grazie al “Time 

Lapse”, è stato possibile valutare come da un lato sia molto importante il tempo in 

cui avvengono le divisioni cellulari ma dall’altro è altrettanto importante il tempo 

intercorso tra una divisone cellulare e l’altra. Se tutti i blastomeri si dividessero in 

esatta sincronia si dovrebbero infatti osservare solamente embrioni allo stadio di 

2-4 o 8 cellule. Tuttavia, è frequente valutare embrioni allo stadio di 3-5-6-7-9 

cellule in cui, quindi, è avvenuta una divisione cellulare asincrona (Scott et 

al2007; Lemmen et al 2008; Wong et al 2010; Meseguer et al 2011; reviewed by 

Kirkegaard et al 2012). La durata delle divisioni cellulari durante le fasi di 

clivaggio dell’embrione, ad esempio, è stato dimostrato essere un indicatore 

importante per predire lo sviluppo a blastocisti (Liu et. al, 2014).  

Tuttavia, ad oggi, l’impiego nella pratica clinica del sistema “Time Lapse” rimane 

controverso: solo alcuni studi hanno dimostrato un effettivo aumento del tasso di 

gravidanze grazie a questa tecnologia (Kaser DJ et al 2014; Pribenszky C et al 

2017), mentre altri non hanno riscontrato nessuna variazione significativa rispetto 

alla classica valutazione morfologica (Kirkergaard K et al 2015; Goodman LR et 

al 2016). Inoltre non sono ancora emersi dei marcatori cinetici di qualità 

embrionale univoci e condivisi da tutta comunità scientifica. 

 

1.3 Analisi morfologica degli embrioni. 

 

In letteratura, per rendere meno soggettiva l’analisi morfologica degli embrioni 

sono stati proposti diversi metodi di osservazione. In particolare nel 2007 Holte e 

collaboratori hanno proposto uno score morfologico integrato (ICM), basato 

sull’evidenza, che correla con la probabilità di impianto in utero (Holte et al 

2007). Nel 2011, invece, l’esecutivo dell’ASRM (Alpha Scientists In 

Reproductive Medicine) e i rappresentanti del SIG (Special Interest Group) di 

embriologia dell’ESHRE, in risposta alla necessita di avere un “consensus” 

http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
http://atlas.eshre.eu/es/14549373878330910#references
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internazionale sulla valutazione morfologica degli embrioni, si sono riuniti per 

stabilire dei criteri morfologici comuni per classificare e scorare gli embrioni 

(Alpha Scientists in Reproductive Medicine, ESHRE Special Interest Group 

Embryology. 2011).  

 

1.3.1 “Costruzione di uno score morfologico integrato basato sull’evidenza per 

predire il potenziale di impianto degli embrioni valutati allo stadio di clivaggio e 

trasferiti in Day 2 in seguito al prelievo degli ovociti” 

 

“Construction of an evidence-based integrated morphology cleavage embryo 

score for implantation potential of embryos scored and transferred on Day 2 after 

oocyte retrieval” 

 

Nel 2007 Holte e collaboratori, nel tentativo di rendere meno soggettiva la 

valutazione morfologica embrionaria, hanno proposto uno score morfologico, 

basato sull'evidenza, in grado di correlare con l'impianto in utero. 

Lo studio di Holte e collaboratori 'analisi è stato eseguito su 2266 embrioni 

trasferiti in Day 2 e i parametri morfologici analizzati includono il numero di 

blastomeri, la percentuale di frammentazione, la presenza di multinucleazione, la 

simmetria di clivaggio e la dimensione dei vari blastomeri. 

Le caratteristiche morfologiche degli embrioni sono state assegnate come segue 

(Figura 1): 

• numero di blastomeri - BL: con valori compresi tra 2 e > 6 

• frammentazione - FR: 0 indica assenza di frammenti, 1 indica un numero di 

frammenti inferiore al 10%, 2 indica un numero di frammenti tra il 10% e il 25%, 

3 indica un numero di frammenti tra il 26% e il 49% e infine 4 indica un numero 

di frammenti superiore al 50% 

• nuclearità - NU: questo punteggio si ottiene dividendo il numero di 

blastomeri mononucleati per il numero totale dei blastomeri. In questo modo si 

ottiene un punteggio pari a 0 per valori compresi tra 0 e 0,2 5; score pari a 1 per 

un rapporto di 0,25-0,50; score 2 per un rapporto di 0,50-0,75; score 3 per rapporti 

superiori allo 0,75. In caso di blastomeri multinucleati, si ottiene score di -1 

• dimensione dei blastomeri - EQ: prevede un punteggio da 0 a 2. Score pari a 

0 indica la presenza di blastomeri di uguale dimensione, score pari a 1 indica una 
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variazione di grandezza minore del 50%, mentre score pari a 2 indica a una 

variazione di grandezza superiore al 50%   

• simmetria nel clivaggio -SY: anche questo parametro ha uno score compreso 

tra 0 e 2. Score pari a 0 indica una completa simmetria di divisione dei blastomeri 

rispetto agli assi cartesiani tridimensionalmente; score pari a 1 indica una leggera 

asimmetria; score pari a 2 indica una notevole asimmetria. 

 

Tutti e cinque i parametri morfologici considerati, se analizzati singolarmente, 

correlano con le probabilità di impianto in utero. Effettuando invece un'analisi di 

regressione multipla si osserva come solamente le tre variabili BL, EQ e NU 

rimangono significative correlando positivamente con l'impianto in utero.  

Sulla base di quanto emerso, Holte e collaboratori hanno costruito uno score 

morfologico integrato (IMC) per l'analisi embrionale in seconda giornata di 

sviluppo tenendo conto delle tre variabili coinvolte, generando così per ogni 

embrione uno score da 0 a 10. Secondo questa classificazione ad un embrione 

“top score”, con 4 blastomeri nucleati di ugual dimensione, viene assegnato uno 

score di 10, mentre ad esempio ad un embrione con 2 blastomeri di dimensione 

diversa tra loro e multinucleato viene assegnato uno score 2. 

Nella figura 2 sono riassunti gli score da 0 a 10 per ogni combinazione di BL, EQ 

e NU. 

L'applicazione di questo score integrato permette quindi di selezionare gli 

embrioni con il maggiore potenziale di impianto da trasferire in utero. 
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Figura 1: Descrizione dei parametri morfologici (Holte et al 2007).  
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Figura 2: Integrated morphology cleavage (IMC) embryo score per tutte le combinazioni di BL, 

EQ e NU (Holte et al 2007). 
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1.3.2 “Consensus di Istanbul sulla valutazione degli embrioni: esiti di una 

riunione di esperti” 

 

“The Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an 

expert meeting”  

 

Nel 2011, in seguito all’incontro di esperti nel settore, per quanto riguarda la 

valutazione morfologica in seconda e terza giornata, sono stati definiti i seguenti 

parametri morfologici: 

• Numero di blastomeri: in seconda giornata di sviluppo ci si aspetta un 

embrione a 4 cellule, tenendo conto del tempo trascorso dall’inseminazione 

(Figura 3). 

• Frammentazione: grado di frammentazione lieve (<10%),  moderata (10%-

25%), severa (>25%). 

• Presenza di blastomeri multinucleati: la presenza anche solo di un 

blastomero avente più di un nucleo è sufficiente per considerare l’embrione multi 

nucleato 

• Dimensioni dei blastomeri: gli embrioni allo stadio di 2,4,8 cellule devono 

presentare blastomeri di dimensioni regolari  

 

 

In conclusione, basandosi sull'analisi di questi criteri morfologici è possibile avere 

(Figura 4): 

• embrioni di Grado 1 – buona qualità – 4 blastomeri di dimensioni regolari, 

mononucletai, disposti a tetraedro e con frammentazione <10% 

• embrioni di Grado 2 – qualità intermedia - frammentazione compresa tra il 

10% e il 25%, una maggioranza dei blastomeri di dimensioni regolari e conformi 

allo stadio di sviluppo e assenza di multinucleazione; 
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• embrioni di grado 3 - scarsa qualità - frammentazione superiore al 25%, 

blastomeri di dimensioni irregolari non conformi allo stadio di sviluppo e 

presenza di blastomeri multinucleati. 

 

Figura 3: Velocità di clivaggio rispetto al tempo intercorso tra l’inseminazione e l’osservazione 

degli embrioni (Alpha Scientists in Reproductive Medicine, ESHRE Special Interest Group 

Embryology. 2011) 

 

Figura 4: Valutazione morfologica degli embrioni in seconda e terza giornata di sviluppo (Alpha 

Scientists in Reproductive Medicine, ESHRE Special Interest Group Embryology. 2011) 
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Capitolo 2: Materiali e Metodi  

 

2.1 Disegno dello studio 

 

L’obiettivo di questo lavoro è valutare l’impatto della Fecondazione in Vitro sugli 

esiti clinici in seguito al trasferimento in utero di un embrione di scarsa qualità 

morfologica associato ad uno di buona qualità, confrontandolo con il transfer del 

solo embrione di buona qualità. 

Nelle pazienti destinate a DET in cui si osserva la presenza di due embrioni con 

score morfologico opposto, il quesito che ci si pone è se il trasferimento 

dell’embrione di scarsa qualità possa in qualche modo influenzare l’esito del 

trattamento rispetto al transfer di un solo embrione di score elevato. 

   

E’ stato effettuato uno studio retrospettivo e sono stati analizzati i trattamenti di 

Procreazione Medicalmente Assistita (PMA) effettuati presso il Centro di 

Fisiopatologia della Riproduzione – Laboratorio FIVER dell'Ospedale Sant'Anna 

di Torino tra il 2008 ed il 2018. 

Tutte le coppie in cui è stato effettuato il trasferimento a fresco di uno o due 

embrioni in seconda giornata di sviluppo (Day 2) sono state incluse nello studio, 

indipendentemente dalla tecnica impiegata per l'inseminazione (FIVET/ICSI). Per 

ridurre ogni “bias” sono però state escluse dallo studio le coppie aventi come 

indicazione al trattamento fattori maschili gravi, le coppie affette da patologie 

ereditarie e quelle in cui la paziente presentava anomalie uterine. 

 

Sono stati osservati ed analizzati i trattamenti di 1542 coppie per un totale di 2373 

embrioni valutati morfologicamente e trasferiti in utero. In 831 coppie è stato 

eseguito il trasferimento di due embrioni (DET) mentre in 711 è stato eseguito il 

trasferimento in utero di un solo embrione (SET). La maggior parte dei SET, 526 

coppie, è stata di tipo non elettivo, ovvero al momento del trasferimento era 

presente un solo embrione disponibile, mentre per 185 coppie, a prognosi 

decisamente favorevole, è stato eseguito il trasferimento elettivo di un singolo 

embrione (eSET – Elective Single Embryo Transfer). In quest’ultima coorte di 

pazienti, basandosi sempre su criteri morfologici, l’embrione con score 

morfologico maggiore è stato selezionato per il trasferimento in utero. Ai fini 
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dello studio, per uniformare le caratteristiche delle pazienti si è deciso di 

considerare insieme il gruppo eSET con quello SET (Tabella 1). 

 

 

 

Tabella 1: Coppie incluse nello studio suddivise in base al numero di embrioni trasferiti in utero. 

 

2.2. Protocollo di stimolazione ovarica 

Per ciascuna paziente è stato selezionato il protocollo di stimolazione ovarica più 

adatto, basato sulla modulazione dell’attività ipofisaria tramite agonisti o 

antagonisti del GnRH seguita dalla somministrazione di gonadotropine purificate 

o ricombinanti (Puregon, MSD; Gonal-F, Merck; Menopur, Ferring) a dosaggio 

personalizzato compreso tra 100 e 450 UI/die.  

La crescita follicolare è stata monitorata controllando a giorni alterni, a partire dal 

settimo giorno di stimolazione, sia i livelli di estradiolo sierici (17β estradiolo) sia 

la dimensione dei follicoli ovarici attraverso ecografie transvaginali, regolando di 

volta in volta la dose di gonadotropine. Al raggiungimento di livelli ematici di 

estradiolo pari a 1000-3000 pg/ml e con una dimensione dei follicoli maggiori 

pari almeno a 18 mm è stata somministrata per via intramuscolare gonadotropina 

corionica umana (hCG, Gonasi HP, IBSA) 10.000 UI per indurre l’ovulazione 

(triggering).  

 

2.3 Prelievo ovocitario 

A 36-38 ore dalla somministrazione di hCG è stato effettuato in anestesia 

locoregionale il prelievo degli ovociti (oocyte pick-up, OPU) tramite aspirazione 

ecoguidata dei follicoli per via transvaginale. 

Il fluido follicolare è stato osservato allo stereomicroscopio e i complessi cumulo- 

ovocita, dopo esser stati lavati in apposito terreno (Flushing buffer, Cook, 

Irlanda), sono stati messi all’interno di capsule di Petri con anello centrale (60x15 

mm, Style, Falcon, USA) contenenti terreno di coltura tamponato (Gamete buffer, 

Cook, Irlanda). Infine al termine del pick up gli ovociti recuperati sono stati posti 

Totale DET SET eSET

Pazienti 1542 831 (53.9%) 526 (34.1%)185 (12%)

N° embrioni trasferiti 2373 1662 526 185
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in un nuovo terreno di coltura (Fertilization Medium, COOK Medical) e 

mantenuti in incubatore a 37° C con 5% O2 e 5% CO2 fino al momento della 

inseminazione.  

 

2.4 Preparazione del Liquido Seminale  

I campioni di liquido seminale sono stati esaminati ed è stata valutata la 

concentrazione di spermatozoi, la motilità e la morfologia secondo le linee guida 

dell'Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO, 2010). Sono stati preparati e 

capacitati mediante centrifugazione a gradiente di densità in modo da selezionare 

gli spermatozoi dotati di motilità e morfologia normale. 

L’intero volume di liquido seminale liquefatto è stato quindi stratificato su un 

gradiente di densità (Pure Sperm 45%-90% Nidacon, Svizzera) e centrifugato a 

1500 rpm per 30 minuti. Il surnatante è stato in seguito rimosso e il pellet è stato 

risospeso in 1 ml di terreno di lavaggio (Gamete buffer COOK, Irlanda) ed 

ulteriormente centrifugato a 1500 rpm per 10 minuti. Infine il pellet è stato 

risospeso in un volume finale variabile in base alla qualità del liquido seminale: i 

campioni con pochi spermatozoi sono stati risospesi in circa 0,5 ml di terreno 

mentre i campioni normospermici sono stati risospesi in circa 1 ml. La provetta 

contenete gli spermatozoi capacitati è stata mantenuta a T° ambiente fino al 

momento dell’inseminazione.  

 

2.5 Inseminazione 

Dopo circa quattro ore dal prelievo ovocitario, i complessi cumulo-ooforo - 

ovocita recuperati durante il prelievo ovocitario sono stati inseminati.  

La scelta del tipo di inseminazione, FIVET (Fecondazione in Vitro) o ICSI 

(Iniezione Intracitoplasmatica dello Spermatozoo), è stata presa sia in base al 

numero di spermatozoi capacitati, sia in relazione alla storia clinica della coppia. 

Gli ovociti destinati alla tecnica FIVET, così come sono stati recuperati durante il 

prelievo ovocitario, sono stati messi ad incubare in un’unica piastra di coltura 

insieme agli spermatozoi capacitati. Sono stati impiegati circa 200.000 

spermatozoi capacitati per ovocita. 

Gli ovocici destinati alla ICSI, invece, prima dell’inseminazione sono stati 

sottoposti a decoronizzazione, ovvero alla separazione delle cellule del cumulo 

ooforo dall’ovocita sia mediante un'azione enzimatica, con l'impiego dell’enzima 
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Ialuronidasi (Irvine Scientific, Santa Ana, California), che meccanica, con 

l’ausilio di capillari con diametro di dimensioni decrescenti (Denuding Pipette – 

COOK – Irlanda). In seguito alla rimozione delle cellule del cumulo è stato 

possibile valutare la maturità degli ovociti; solamente gli ovociti maturi, ovvero 

quelli che si trovano allo stadio di metafase II e riconoscibili dall’estrusione del 

primo globulo polare, sono stati inseminati mediante tecnica ICSI. Diversamente 

gli ovociti risultati essere in metafase I (MI), allo stadio di vescicola germinale 

(GV) o che presentavano evidenti anomalie morfologiche non sono stati utilizzati. 

 

2.6 Controllo della fecondazione e coltura embrionaria 

Dopo circa 16-18 ore dall’inseminazione è stata valutata la corretta fecondazione 

degli ovociti. Gli ovociti sono stati considerati correttamente fecondati in caso di 

presenza evidente di due pronuclei (2PN - pronucleo maschile e pronucleo 

femminile); diversamente se presentavano nessuno, uno o più pronuclei sono stati 

considerati non fecondati o con fecondazione anomala e pertanto non tenuti in 

coltura. 

Una volta valutata la fecondazione, gli ovociti sono stati messi nuovamente ad 

incubare fino a 48h, quando è stato possibile valutare l’avvenuto clivaggio. 

 

2.7 Valutazione morfologica degli embrioni  

La morfologia degli embrioni è stata valutata in seconda giornata di sviluppo (48h 

dopo l’inseminazione) analizzando i seguenti cinque parametri: numero di 

blastomeri, percentuale di frammentazione, simmetria di clivaggio dei blastomeri, 

dimensione dei blastomeri e presenza di nuclei all’interno dei blastomeri. In 

particolare, le variabili relative al numero di blastomeri, alla loro dimensione e 

alla presenza di blastomeri nucleati sono state utilizzate per generare uno score 

embrionario da 0 a 10 dove 10 corrisponde all’embrione top score. Tale score è 

stato statisticamente validato da studi in letteratura (Holte J et al 2007; Rehenman 

A et al 2015; Kebbon Vaegter K et al 2018). 

Per questo elaborato di tesi gli embrioni con score morfologico ≤ 5 sono stati 

definiti embrioni di “cattiva” qualità (B – Bad) mentre gli embrioni con score > 5 

sono stati definiti di “buona” qualità (G – Good). In base alla qualità degli 

embrioni trasferiti (G e/o B) le pazienti reclutate sono quindi state suddivise in 

cinque gruppi di studio: 
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Gruppo 1: pazienti che hanno trasferito un singolo embrione di buona qualità (G)  

Gruppo 2: pazienti che hanno trasferito un singolo embrione di scarsa qualità (B) 

Gruppo 3: pazienti che hanno trasferito due embrioni di buona qualità (G+G) 

Gruppo 4: pazienti che hanno trasferito due embrioni uno di buona qualità ed uno 

di qualità scarsa (G+B) 

Gruppo 5: pazienti che hanno trasferito due embrioni di scarsa qualità (B+B) 

 

2.8 Embryo Transfer - ET 

In base alle caratteristiche cliniche della coppia, all’anamnesi pregressa e 

all'analisi morfologica degli embrioni, sono stati trasferiti in utero mediante 

catetere flessibile (Guardia Access – COOK –Irlanda) uno o due embrioni.  

E' stato inoltre possibile servirsi di un modello predittivo di gravidanza clinica 

(%CPR - Clinical Pregnancy Rate Predicted) e di gemellarità (%TR - Twin Rate 

Predicted) basato su quattro diverse variabili della coppia: età della donna al 

trattamento, classificazione degli embrioni, sensitività ovarica (calcolata come il 

numero di ovociti recuperati in relazione alla dose di gonadotropine 

somministrate) e numero di precedenti trattamenti di Fecondazione in Vitro (Holte 

et al 2007, Rhenman et al 2015, Vaegter et al 2018). Inserendo queste variabili in 

un software che si basa su un algoritmo (Linnefiler), per ogni coppia, è stato 

quindi possibile stimare sia la probabilità di ottenere una gravidanza clinica 

(%CPR) sia la probabilità di avere una gravidanza gemellare (%TR). La decisione 

del numero di embrioni da trasferire, pertanto, è stata valutata anche basandosi su 

queste probabilità e le coppie con più del 19% di probabilità di gravidanza 

multipla sono state indirizzate al trasferimento di un singolo embrione.  

 

2.9 Esito del trattamento 

In seguito al trasferimento in utero degli embrioni è stata prescritta una terapia 

con Progesterone vaginale (Crinone 8 gel) per sostenere la successiva fase luteale, 

da utilizzare fino al test di gravidanza (dosaggio hCG sierico), da eseguire circa 

dodici giorni dopo il trasferimento embrionario. In presenza di test di gravidanza 

positivo è stata programmata un’ecografia transvaginale due settimane dopo, al 

fine di confermare la gravidanza in utero con presenza di attività cardiaca fetale. 

Eventuali valori borderline di hCG hanno richiesto la rivalutazione del dosaggio 
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dopo alcuni giorni in modo tale da distinguere una gravidanza in evoluzione, da 

una in rapido spegnimento (gravidanza biochimica).  

Le pazienti sono state seguite per tutta la durata della gravidanza fino al termine e 

per ciascuna paziente è stato annotato anche il peso del bambino alla nascita . 

  

2.10 Analisi dei dati 

Al fine di fare chiarezza sul valore dell’aspetto morfologico nella selezione degli 

embrioni da trasferire in utero, i cinque gruppi di studio sono stati valutati e 

confrontati tra loro assumendo come gruppo controllo il gruppo numero 1 (G) 

composto da pazienti che hanno trasferito un singolo embrione di buona qualità. 

Sono stati valutati ed analizzati i seguenti outcomes: 

• % IR (Implantation Rate): rapporto tra il numero di sacchi gestazionali e il 

numero di embrioni trasferiti 

• % PR/ET (Pregnancy Rate): rapporto tra le gravidanze (test di gravidanza 

positivo) e gli ET effettuati 

• % CPR/ET (Clinical Pregnancy Rate): rapporto tra le gravidanze cliniche 

(test di gravidanza positivo con camera ovulare in utero e attività cardiaca) e gli 

ET effettuati 

• % TR (Twin Rate): rapporto tra le gravidanze gemellari e le gravidanze 

ottenute 

• % MR (Miscarriage Rate): rapporto tra le gravidanze interrotte e le 

gravidanze ottenute 

• % LBR/ET (Live Birth Rate): rapporto tra i bambini nati e gli ET effettuati 

 

Gli outcomes clinici sono stati definiti in accordo con il Consensus di Vienna 

(ESHRE Special Interest Group of Embryology and Alpha Scientist in 

Reproductive Medicine, 2017). 

 

 

2.10 Analisi statistica 

Le variabili continue sono state espresse come Media ± deviazione standard 

mentre le variabili categoriche sono state mostrate come frequenza e percentuale 

di incidenza.  
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Il confronto tra i gruppi è stato eseguito utilizzando il software SAS (SAS 

Institute, Cary, NC). Per l’analisi delle variabili categoriche è stato impiegato il 

chi quadro mentre per le variabili continue è stato usato il test t-Student o il 

Mann-Whitney test dopo verifica di normalità con test di Shapiro-Wilk. 

In prima analisi è stato eseguito un modello di regressione logistica univariata; per 

eliminare ogni fattore confondente i dati sono poi stati corretti inserendo i dati 

clinici delle pazienti e rianalizzati in regressione logistica multivariata. I risultati 

sono stati riportati come OR (Odds Ratio) con un intervallo di confidenza del 95% 

(95% CI). 
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Capitolo 3: Risultati 

 

Sono stati osservati ed analizzati i trattamenti di 1542 coppie per un totale di 2373 

embrioni valutati morfologicamente e trasferiti in utero. In 831 coppie è stato 

eseguito il trasferimento di due embrioni (DET) mentre in 711 è stato eseguito il 

trasferimento in utero di un solo embrione (SET). 

Per ciascuna paziente sono stati registrati i seguenti parametri clinici ed i seguenti 

dati del trattamento: età, indice di massa corporea (BMI), dose di gonadotropine 

somministrate durante la stimolazione ovarica, responsività ovarica (OSI), FSH 

basale, causa di infertilità, numero di ovociti recuperati, numero di ovociti maturi, 

tipo di inseminazione, numero di ovociti fecondati, numero di ovociti clivati, 

numero di embrioni trasferiti, esito della gravidanza e, in caso di esito positivo, 

peso alla nascita del bambino (Tabella 2). 

Dei 1542 trattamenti analizzati, il 32.9% (507 pazienti) ha ottenuto un esito 

positivo in seguito a dosaggio su sangue della gonadotropina corionica umana 

(hCG) ed in seguito ad ecografia transvaginale sono state confermate 453 

gravidanze cliniche (29.4%). Complessivamente 312 pazienti (20.2%) hanno dato 

alla luce un bambino mentre 127 (28%) sono andate incontro ad un aborto. 12 

pazienti sono ancora in corso di gravidanza mentre mancano i dati di due pazienti 

con test di gravidanza positivo in quanto perse al follow up (Tabella 3). 

Per quanto riguarda il modello predittivo si può osservare come i dati siano in 

linea con quanto ipotizzato: considerando tutte le pazienti il dato atteso era del 

28.1 % CPR e del 13.4% TR rispetto ad un dato reale del 29.4% CPR (+1.3 punti 

rispetto all’atteso) e del 14.1% TR (+0.7 punti rispetto all’atteso). 
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  Pazienti 

  n=1542 

    

Età materna 37.9 ± 4.2 

Dose totale FSH (IU) 2564  ±  1268.1 

Dose Totale FSH_LH (IU) 2758  ± 1337.2 

BMI 21.5  ± 3.2 

FSH basale (IU) 8.3  ± 3.4 

Sensitività ovarica OSI 3  ± 3 

N° ovociti recuperati 5.9  ± 3.9 

N° ovociti in Metafase II 4.7  ± 3.3 

N° ovociti fecondati 3 ± 2.2 

N° ovociti clivati 2.8  ± 2 

N° embrioni trasferiti 1.5  ± 0,5 

Peso alla nascita 2953,2  ± 606.6 

    

Causa di infertilità   

fattore femminile 732 (47.5%) 

fattore maschile 326 (21.1%) 

infertilità di coppia 200 (13%) 

infertilità idiopatica 259 (16.8%) 

altro 25   (1.6%) 

    

Metodo di inseminazione   

IVF 734 (47.6%) 

ICSI 766 (49,7%) 

IVF e ICSI 42   (2.7%) 
 

 

Tabela 2: Caratteristiche cliniche delle pazienti e del ciclo di stimolazione ovarica. Le variabili 

categoriche sono indicate con numero e percentuale tra parentesi mentre le variabili continue sono 

indicate come media ± SD. 

FSH=Follicle-stimulating-hormone; IU= International Units; BMI=Body Mass Index; OSI= 

Ovarian Sensitivity Index oo=oocytes; ET=Embryo Transfer IVF=In Vitro Fertilization; ICSI= 

Intracytoplasmic Sperm Injection 
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  Pazienti 

  n=1542 

    

PR n(%) 507 (32.9%) 

PR predetta %a 28,1% 

    

CPR n (%) 453 (29.4%) 

    

LBR n(%) 312 (20.2%) 

    

TR n(%) 64 (4.1%) 

TR predetta %a 13,4% 

    

MR n(%) 127 (28.0%) 

    

IR % 21,8% 
 

Tabella 3. Outcomes dei 1542 trattamenti analizzati. 

PR= Pregnancy Rate, CPR= Clinical Pregnacy Rate, LBR= Live Birth Rate; TR= Twin rate;: MR= 

Miscarriage Rate; IR= Implantation Rate 

a= prediction model 

 

3.1 Analisi dei Cinque gruppi di studio 

 

Dopo un’analisi generale, le pazienti sono state suddivise in cinque gruppi di 

studio in base alla qualità degli embrioni trasferiti. In 639 pazienti è stato eseguito 

il trasferimento di un singolo embrione di buona qualità (gruppo 1 – G), in 72 

pazienti è stato trasferito sempre un solo embrione ma di scarsa qualità 

morfologica (gruppo 2 – B), in 691 sono stati trasferiti due embrioni di buona 

qualità (gruppo 3 – G+G), in 119 pazienti sono invece stati trasferiti due embrioni 

con score morfologico opposto (gruppo 4 – G+B) e infine in 21 pazienti sono stati 

trasferiti due embrioni di scarsa qualità (gruppo 5 – B+B).  

Nella Tabella 4 sono indicate le caratteristiche cliniche delle pazienti suddivise in 

base al gruppo di appartenenza. Nella Tabella 5, invece sono indicati e confrontati 

tra loro i diversi outcomes dei trattamenti. 
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Gruppo 1 
(set G) 

Gruppo 2 
(set B) 

Gruppo 3 
(G+G) 

Gruppo 4 
(G+B) 

Gruppo 5 
(B+B) 

  n=639 n=72 n=691 n=119 n=21 

        
Età materna 37.7 ± 4.5 37.6 ± 3.8 37.8 ± 3.9 38.7 ± 4 38.7 ± 3.1 

 
Dose totale FSH 
(IU) 

2416,4 ±  

1374.3 

2427.6 ± 

1583,4 

2621.0 ±  

1108.5 

2992.9 ± 

1251.8 

3003.6 ± 

 1239.1 

 
Dose Totale 
FSH_LH (IU) 

2635.4 ±  

1427.5 

2708 ±  

 1745.6 

2773.3 ± 

1171.2 

3239.3 ± 

1352.8 

3260.7 ±  

1497.1 

 
BMI 21.7 ± 3.2 21,4 ± 3,2 21.5 ± 3.1 21.3 ± 3 22.1 ± 4.2 

 
FSH basale (IU) 8.6 ± 3.7 8.7 ± 3.5 8 ± 3 9.1 ± 3.5 8.9 ± 3.4 

 
Sensitività 
ovarica OSI 2.8 ±  3.1 2.2 ± 2.2 3.4 ± 3.1 2.3 ± 2 2.4 ± 2 

 
N° ovociti 
recuperati 4.7 ± 3.9 3.7 ± 2.6 7.2 ± 3.7 5.7 ± 2.9 5.9 ± 2.3 

 
N° ovociti in 
Metafase II 3.7 ± 3.1 2.5 ± 1.8 6 ± 3.1 4.6 v2.4 4.5 ± 2.3 

 
N° ovociti 
fecondati 2.1 ± 2.0 1.4 ± 1 4 ± 2 2.7 ± 1.6 2.7 ± 1.6 

 
N° ovociti clivati 2.0 ± 1,9 1.2 ± 0.8 3.8 ± 1.8 2.5 v1.3 2.2 ± 0.3 

 
N° embrioni 
trasferiti 1 1 2 2 2 

 
Peso alla nascita 3151,5 ± 435 3089.2 ± 598.6 2852.9 ± 645.6 2954.1 ± 698.6 3295 ± 275.8 

        

Causa di 
infertilità       

fattore femminile 345 (54%) 10 (13,8%) 332 (48%) 38 (31,9%) 7 (33,3%) 

fattore maschile 149 (23,3%) 16 (22,2%) 135 (19,5%) 20 (16,8%) 6 (28,6%) 

infertilità di 
coppia 56   (8,7%) 12 (16,7%) 90   (13%) 34 (28,6%) 8 (38,1%) 

infertilità 
idiopatica 83   (13%) 31 (43,1%) 122 (17,7%) 23 (19,4%) 0 

altro 6    (1%) 3   (4,2%) 12   (1,8%) 4   (3,3%) 0 

       

Metodo di 
inseminazione       

IVF 398 (54.2%) 46 (6,3%) 243 (33.1%) 40 (5.4%) 7   (1%) 

ICSI 229 (29.9%) 26 (3.4%) 419 (54.7%) 78 (10.2%) 14 (1.8%) 

IVF e ICSI 12   (28.6%) 0 29   (69%) 1   (2.4%) 0 

 

Tabella 4. Caratteristiche cliniche delle pazienti e del ciclo di stimolazione ovarica suddivise nei 

cinque gruppi di studio. Le variabili categoriche sono indicate con numero e percentuale tra 

parentesi mentre le variabili continue sono indicate come media ± SD. 
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Tabella 5 . Outcomes dei cinque gruppi di studio. 

PR= Pregnancy Rate, CPR= Clinical Pregnacy Rate, LBR= Live Birth Rate; TR= Twin rate;: MR= 

Miscarriage Rate; IR= Implantation Rate 

a= prediction model dei gruppi di studio suddivisi in base alla qualità degli embrioni trasferiti in 

utero.  

P < 0.0001: esiste una differenza statisticamente significativa. 

 

L’outcome dei diversi gruppi è visibile nella Tabella 5. Per quanto riguarda l’IR 

%, la PR%, la CPR% e la LBR% si osserva come le pazienti che trasferiscono due 

embrioni di buona qualità presentino una maggior probabilità di successo rispetto 

agli altri gruppi avendo una probabilità del 43.1 % di ottenere un esito positivo, 

una probabilità del 38.7% di ottenere una gravidanza clinica ed una probabilità del 

27.9% di portare a termine la gravidanza.  

A seguire troviamo il gruppo 4 ed il gruppo 1 ed infine il gruppo 2 ed il gruppo 5 

di pazienti che hanno trasferito solamente embrioni di scarsa qualità che 

presentano una probabilità di successo più bassa rispetto agli altri gruppi di studio.  

 

Per quanto riguarda la probabilità di ottenere una gravidanza gemellare (TR%), 

nel gruppo 5 non si sono instaurate gravidanze gemellari mentre si osserva una 

 Gruppo 1 Gruppo 2 Gruppo 3 Gruppo 4 Gruppo 5  

 (set G) (set B) (G+G) (G+B) (B+B) p value 

 n=639 n=72 n=691 n=119 n=21  

       

PR n(%) 
163  

(25.5%) 
7  

(9.7%) 
298  

(43.1%) 
37 

 (31.1%) 
2  

(9.5%) < 0.0001 

       

CPR n (%) 
143  

(22.4%) 
7  

(9.7%) 
268 

 (38.7%) 
33 

 (27.7%) 
2  

(9.5%) < 0.0001 

CPR 
predetta %a 26.1% 11.1% 34.1% 18.0% 9.2%  

       

LBR n(%) 
89  

(13.9%) 
6  

(8.3%) 
193  

(27.9%) 
22 

 (18.5%) 
2  

(9.5%) < 0.0001 

       

TR n(%) _ _ 

59  
(22 %) 

5  
(15.1%) 0 < 0.0001 

TR predetta 
%a _ _ 17.1% 6.3% 2.8%  

       

MR n(%) 
51  

(35.7%) 
1 

 (14.3%) 
66  

(24.6%) 
9  

(27.3%) 0 n.s. 

       

IR % 22.3% 9.7% 23.6% 15.9% 4.7% < 0.0001 
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probabilità del 22.5% nel gruppo 3 ed una probabilità del 15.1% nel gruppo 4: dati 

apparentemente sovrapponibili nonostante il diverso score morfologico degli 

embrioni trasferiti. 

 

In tabella 5 sono indicati anche i dati relativi alla probabilità di gravidanza sia 

singola (PR Predicted%) sia gemellare (TR Predicted%) generati dal modello 

predittivo a disposizione nella clinica (Linnefiler). Notiamo come per quasi tutti i 

gruppi analizzati il modello predittivo è in linea con i dati ottenuti e rispecchia lo 

stesso trend dei dati reali. Solamente nel gruppo 4 il modello predittivo si discosta 

dal dato reale di circa 10 punti in negativo sia per la probabilità di gravidanza 

clinica che per la probabilità di gravidanza gemellare. Sembrerebbe pertanto 

sottostimare la realtà, probabilmente per l’attribuzione di maggior peso alla scarsa 

qualità morfologica del secondo embrione trasferito. 

 

Infine, per un’analisi più approfondita e per capire qual sia la reale associazione 

tra gli outcomes analizzati e i nostri gruppi di studio è stata eseguita un’analisi 

logistica univariata seguita da un’analisi di regressione multivariata. Per eliminare 

potenziali “bias” ed uniformare i gruppi di studio analizzati, i dati sono stati 

corretti inserendo anche i parametri clinici delle pazienti appartenenti ai gruppi di 

studio.  

Per capire realmente se il trasferimento di un embrione di scarsa qualità associato 

ad uno di buona qualità possa in qualche modo influenzare l’outcome del 

trattamento (in termini di %PR, %LBR, %TR, %MR), si è deciso di assumere 

come gruppo di controllo il gruppo 1 composto da pazienti che hanno trasferito in 

utero un singolo embrione di buona qualità, sia in modo elettivo che non, e 

confrontarlo con i gruppi 3 e 4. 

I dati ottenuti sono mostrati nella Tabella 6. 
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  3 (G+G) vs 1 (G)   4(G+B) vs 1 (G)   

  n=691   n=119   

  OR (IC 95%) OR Adj (IC 95%) OR (IC 95%) OR Adj (IC 95%) 

         

PR n(%) 
2.214  
(1.754; 2.795)a 

1.762  
(1.312; 2.365)a 

1.318  
(0.860;2.019) 

1.956  
(1.212; 3.156)a 

         

LBR n(%) 
2.395  
(1.812; 3.165)a 

1.937  
(1.378; 2.723)a 

1.402  
(0.838; 2.344) 

2.134  
(1.204; 3.782)a 

         

TR n(%) 
3,052  
(1.884; 4.943)a 

3.925  
(2.257; 6.827)a 

2,091  
(0.878; 4.976) 

2,518  
(1.010; 6.281)a 

         

MR n(%) 
0.589  
(0.379; 0.916) 

0.707 
 (0.410; 1.216) 

0.676  
(0.292; 1.565) 

0.584  
(0.233; 1.463) 

 

Tabella 6 Regressione logistica univariata e multivariata. 

OR = Odds Ratio; OR Adj= Odds ratios  Adjusted 

Adj=  adjusted for maternal age, total dose FSH, total dose FSH_LH,body mass index,baseline 

FSH, OSI, number of oocytes retrieved, number of MII, number of fertilized, number of cleaved, 

number of embryos ET, birth weight, insemination method and type of infertility. 

a = differenze significativi 

 

Gruppo 3 (G+G) VS Gruppo 1 (G): con l’analisi univariata di regressione 

logistica si osserva una differenza significativa in tutti gli outcomes analizzati 

tranne che per la probabilità di aborto, che già nelle analisi precedenti non era 

risultata significativo. Analizzando i dati e correggendoli in multivariata le 

differenze tra i due gruppi rimangono significative. Per quanto riguarda la 

probabilità di gravidanza (PR%) si osserva infatti un OR di 1.76: nelle pazienti 

che trasferiscono due embrioni di buona qualità si osserva quindi una probabilità 

quasi due volte maggiore di ottenere un esito positivo rispetto alle pazienti in cui 

viene trasferito un solo embrione di buona qualità. Stesso andamento si osserva 

anche per la LBR% (OR dell’1.93). 

Come ci si poteva aspettare anche la probabilità di ottenere una gravidanza 

gemellare è significativamente diversa tra i due gruppi e le pazienti che 

trasferiscono due embrioni presentano un OR = 3.92 di incorrere in una 

gravidanza gemellare.  
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Gruppo 4 (G+B) VS Gruppo 1 (G). 

Il confronto tra questi due gruppi di studio ha dato risultati interessanti: in una 

prima analisi univariata non si osservano infatti differenze significative tra i due 

gruppi ma, correggendo i dati inserendo le caratteristiche delle pazienti incluse nei 

due gruppi, sia la PR%, sia la LBR% che la TR% diventano significative. Come 

nel confronto con il gruppo 3 anche qui si osserva un aumento quasi del doppio 

sia della possibilità di ottenere un esito positivo, sia della possibilità di portare a 

termine una gravidanza nelle pazienti che trasferiscono due embrioni, anche se di 

score opposto, rispetto a quelle che ne trasferiscono uno solo di buona qualità (PR 

%: OR di 1.95; LBR% OR di 2.13). 

Stesso discorso anche per la probabilità di gravidanza gemellare che quindi 

sussiste indipendentemente dalla qualità morfologica del secondo embrione 

trasferito (OR di 2.51 MR). 
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Capitolo 4: Discussione 

 

La qualità embrionaria è da sempre considerata uno dei principali fattori in grado 

di influenzare l’esito di un trattamento di Fecondazione in Vitro (Oron G 2014, 

Zhu J et al 2014). Ad oggi nella maggiore parte dei laboratori di PMA gli 

embrioni vengono ancora valutati e selezionati dal punto di vista morfologico, 

pertanto la selezione del o degli embrioni da trasferire è e rimane uno dei punti 

fondamentale per la buona riuscita di un trattamento di Fecondazione in Vitro. 

Molti studi in letteratura hanno dimostrato una forte associazione tra gli aspetti 

morfologici dell’embrione e le percentuali di impianto e di gravidanza evolutiva 

(Oron G. ET AL 2014; Ziebe S et al 1997). Un embrione di buona qualità dal 

punto di vista morfologico ha maggiori probabilità di impiantarsi in utero e di 

instaurare una gravidanza rispetto ad uno di scarsa qualità (Giorgetti G 1995; 

Ziebe S 1997). Tuttavia, nei trattamenti di Fecondazione in Vitro non è possibile 

garantire alle pazienti l’ottenimento di embrioni di buona qualità perciò come 

comportarsi di fronte ad embrioni con morfologia mediocre? In particolare, nelle 

pazienti destinate a DET in cui si osserva la presenza di due embrioni con score 

morfologico opposto, il quesito che ci si pone è se il trasferimento dell’embrione 

di scarsa qualità possa in qualche modo influenzare l’outcome del trattamento. 

Dai dati analizzati nel nostro studio si osserva una differenza significativa sia tra il 

gruppo 3 (G+G) ed il gruppo 1 (G), che tra il gruppo 4 (G+B) ed il gruppo 1 (G). 

Nel primo confronto il dato era atteso e non stupisce particolarmente osservando 

anche un’elevata probabilità di gravidanza gemellare nel gruppo 3 (22%). Nel 

secondo confronto, invece, le pazienti che hanno trasferito in utero due embrioni 

di score opposto presentano probabilità quasi due volte maggiori di ottenere un 

esito positivo (PR%-LBR%) rispetto a quelle in cui è stato trasferito solamente un 

embrione di buona qualità. Dai dati in nostro possesso sembrerebbe, quindi, che il 

trasferimento di un embrione di scarsa qualità associato ad uno di buona qualità 

non alteri la probabilità di successo del trattamento. L’embrione con morfologia 

peggiore non solo non influenza in modo negativo l’impianto in utero, né sembra 

avere un’influenza negativa sull’embrione di buona qualità, ma, al contrario, 

sembrerebbe addirittura sinergizzare con l’altro embrione aumentando sia le 

proprie chances di impianto che quelle dell’embrione di buona qualità. A 
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dimostrazione di quanto affermato, nel gruppo 4 si osserva il 15.1% di gravidanze 

gemellari e si riscontra una maggior probabilità di gravidanza rispetto al gruppo 1 

in cui viene trasferito un solo embrione di buona qualità. 

Quanto osservato sarebbe un’ulteriore conferma dell’effetto benefico che gli 

embrioni hanno interagendo tra loro. E’ infatti nota in letteratura un’interazione di 

tipo cooperativo tra gli embrioni tenuti in coltura insieme; questa cooperazione è 

mediata da fattori di crescita e fattori trofici secreti dagli stessi embrioni che 

agiscono sia in modo autocrino che paracrino, promuovendo e sostenendo lo 

sviluppo embrionario (Paria B.C. et al 1990). L’effetto autocrino e paracrino dei 

fattori secreti dagli embrioni è stato ampiamente documentato anche nella specie 

animale. Già negli anni ’90, infatti, sono stati pubblicati studi a sostegno della 

coltura di gruppo di embrioni sia di topo che di bovino mostrando un aumento 

dello sviluppo embrionale fino allo stadio di blastocisti. Allo stesso tempo è stato 

dimostrato come embrioni tenuti in coltura singola mostrassero una minor 

espressione e rilascio di fattori di crescita a differenza di quelli tenuti in coltura di 

gruppo diminuendo così le chanches di sviluppo fino allo stadio di blastocisti non 

supportando le successive fasi di sviluppo cellulare (Lane and Grdner 1992, 

Stojanovic et al 1996, O’ Doherty et al 1997, Gopichandran et al 2006). 

Successivamente, anche gli studi su embrioni umani hanno confermato come 

embrioni tenuti in coltura di gruppo presentino maggiori probabilità di 

raggiungere lo stadio di blastocisti rispetto agli embrioni tenuti in coltura 

singolarmente. Inoltre, per questi embrioni si osserva anche una maggiore 

probabilità di impianto e di gravidanza clinica (Ebner et al 2010; Tao et al 2003; 

Reed et al 2011; Lazaro et al 2010; Gardner DK et al 2017). Tra i fattori secreti 

dagli embrioni, di particolare interesse sembrano essere l’IGF I (Insulin-like 

Growth factor I), IGF II (Insulin-like Growth factor II) e il fattore attivante le 

piastrine (PAF: Platelet-activating factor) (O’Neill et al 2008; Spanos et al 2000; 

Stojanovic et al 1999). Quest’ultimo in particolare, legandosi ai suoi recettori di 

membrana, è mediatore di una vasta gamma di funzioni biologiche volte proprio a 

promuovere la sopravvivenza dell’embrione come ad esempio la riduzione 

dell’apoptosi, promuovendo contemporaneamente la mitosi cellulare necessaria 

all’embrione nelle prime fasi di sviluppo cellulare (O’Neill et al 1997-1998; 

Roberts et al 1993; Lu et al 2003 ).  
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Dai dati osservati nel nostro studio sembrerebbe quindi che, nelle pazienti 

destinate a DET, i due embrioni trasferiti, sia che siano di qualità morfologica 

concordante, sia che presentino qualità opposte, continuino a cooperare tra loro 

anche in vivo promuovendo le successive fasi di sviluppo cellulare e presentino, 

infatti, maggiori probabilità di impianto e di gravidanza rispetto al trasferimento 

di un singolo embrione di buona qualità morfologica.  

A supporto di quanto osservato potrebbero anche essere coinvolti i meccanismi di 

auto correzione di fattori morfologici negativi messi in atto dagli embrioni di 

scarsa qualità. Ad esempio, in letteratura è noto come allo stadio di 2 cellule si 

osservi un’elevata percentuale di embrioni multinucleati, percentuale che si riduce 

drasticamente allo stadio di 4 cellule e ulteriormente al terzo giorno di sviluppo. 

Balakier e collaboratori hanno, inoltre, osservato come il 56,8% degli embrioni 

multinucleati allo stadio di 2 cellule si sviluppi in blastocisti di buona qualità e 

che di queste circa il 50% risulti euploide in seguito a screening genetico 

preimpianto, sostenendo quindi una tesi a favore della presenza di un meccanismo 

di auto correzione (Balakier et al 2016). Lo score morfologico impiegato in questo 

studio, ICM (Holte et al 2007), tiene conto di tre principali parametri morfologici 

tra cui proprio la velocità di clivaggio e la presenza di blastomeri multinucleati; 

pertanto ad esempio un embrione che in Day 2 presenta 2 cellule di cui almeno 

una multinucleata è stato definito Bad avendo uno score ICM < 5. Nel gruppo 4, è 

possibile quindi che la qualità di alcuni embrioni definiti Bad sia stata 

sottovalutata e che in realtà, gli stessi embrioni se osservati in Day 3 o anche solo 

a distanza di qualche ora, sarebbero invece rientrati nella categoria Good o che 

comunque siano in grado di auto-correggersi in vivo nelle successive fasi di 

sviluppo aumentando le probabilità di gravidanza delle pazienti.  

Rispondendo, quindi, alla domanda iniziale se il trasferimento in seconda giornata 

di un embrione di scarsa qualità morfologica in associazione ad uno di buona 

qualità possa influenzare in modo negativo l’outcome del trattamento, la risposta 

in base ai dati in nostro possesso è di segno opposto; al contrario, sembra poterlo 

addirittura influenzare in modo positivo. 

In letteratura sono presenti due studi condotti dal gruppo di Wintner E. e da 

Jiaheng Li e collaboraori, entrambi studi retrospettivi, in cui sono rispettivamente 

stati analizzati ed osservati gli esiti di 603 e 1646 trattamenti di IVF. In entrambi 
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gli studi è stato concluso che nei DET con trasferimento di embrioni con score 

discordante, l’embrione di qualità morfologica più scadente non influenza in 

modo negativo quello di buona qualità. 

Tre ulteriori metanalisi (McLernon DJ 2010; Baruffi RL 2009; Gelbaya TA 2010) 

sono d’accordo nell’affermare che si osserva una maggiore probabilità di 

gravidanza clinica nelle pazienti in cui si decida di trasferire due embrioni, nella 

maggior parte dei trattamenti analizzati embrioni con score discordante, rispetto a 

quelle in cui si sia deciso di trasferire un solo embrione di buona qualità 

morfologica. E’ anche vero, però, che nella metanalisi di McLernon, valutando la 

probabilità di gravidanza cumulativa del gruppo di pazienti destinate al 

trasferimento di un solo embrione, il confronto con il gruppo di pazienti DET non 

era più differente e i risultati erano confrontabili tra loro, a parte l’ovvia presenza 

di una probabilità di gravidanza gemellare quasi nulla nel gruppo SET.  

Se quindi è vero che da un lato le pazienti che trasferiscono due embrioni in 

seconda giornata di sviluppo cellulare, indipendentemente dalla diversa qualità 

morfologica, presentano maggiori probabilità di successo rispetto a quelle che 

trasferiscono un solo embrione di buona qualità, dall'altro lato bisogna tenere in 

considerazione l'aumentata probabilità di ottenere una gravidanza gemellare, con i 

rischi che essa comporta (Thurin A 2004; Martikainen H 2001).  

Per un’ulteriore conferma di quanto emerso dai nostri dati sarebbe quindi 

opportuno integrare l’analisi confrontando anche le probabilità di gravidanza 

cumulativa tra i diversi gruppi, in tal caso si potrebbe valutare il reale andamento 

delle pazienti che trasferiscono un solo embrione di buona qualità.  

E’ inoltre opportuno sottolineare come nel gruppo 1 la maggior parte delle 

pazienti, 458 su 639, abbia trasferito un solo embrione di buona qualità in quanto 

unico disponibile (SET), mentre per le restanti 181 si sia optato per il 

trasferimento elettivo di un solo embrione (eSET). Come da atteso, le pazienti di 

quest’ultimo gruppo presentano una buona prognosi e si osserva infatti una 

probabilità di gravidanza del 36,5% vs 12,5% delle pazienti che hanno trasferito 

un solo embrione di buona qualità non elettivo (dati non mostrati). Da questi dati 

si può evincere come, indipendentemente dalla qualità morfologica dell’embrione 

trasferito, la prognosi e la storia clinica delle pazienti influenzano in modo 

cruciale l’esito di un trattamento.  
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Data la natura retrospettiva del nostro studio, per un ulteriore approfondimento 

varrebbe quindi la pena eseguire uno studio prospettico randomizzato includendo 

nell’analisi anche i dati della probabilità di gravidanza cumulativa. 

In letteratura sono comunque presenti anche dati contrastanti rispetto a quelli 

osservati nel nostro studio, nel 2016 El-Danasouri e collaboratori hanno infatti 

pubblicato uno studio retrospettivo analizzando 761 trattamenti e affermando 

l’influenza negativa dell’embrione con morfologia alterata; nel 2018 anche 

Dobson e collaboratori, considerando 1009 cicli, concludono non supportando il 

trasferimento di un embrione di scarsa qualità in associazione ad uno top score. E' 

anche vero, però, che nel primo studio sono stati analizzati solamente i dati 

relativi alla probabilità di gravidanza e all'impianto degli embrioni, mentre nel 

secondo studio dai dati non emerge una reale differenza significativa tra le 

pazienti che trasferiscono due embrioni con score discordante e quelle che ne 

trasferiscono solamente uno di score elevato.   

E’ importante, però, considerare come in letteratura ci siano alcuni studi a 

sostegno della qualità degli embrioni definiti di cattiva qualità morfologica in 

seconda/terza giornata di sviluppo. Come emerso anche dai nostri dati, questa 

categoria di embrioni è in grado di raggiungere lo stadio di blastocisti e di 

impiantarsi in utero portando alla nascita di bambini sani. Questi embrioni 

presentano sì una minor probabilità di raggiungere lo stadio di sviluppo avanzato 

in quinta giornata rispetto agli embrioni definiti di buona qualità morfologica, ma 

il loro impiego può influenzare in modo positivo gli ouctomes dei trattamenti di 

Fecondazione in Vitro (Kaartinen N et al 2015; Poulain M et al 2014). Infatti, 

come osservato da Sallem e collaboratori, non si osservano differenze 

significative di gravidanza clinica tra i trattamenti in cui è stata trasferita a fresco 

una blastocisti derivante da un embrione di buona qualità morfologica in seconda 

giornata e i trattamenti in cui è stata trasferita una blastocisti scongelata derivante 

da un embrione di scarsa qualità.  

Anche per quanto riguarda gli ouctomes ostetrici e neonatali, vari studi affermano 

che il trasferimento di un embrione di scarsa qualità morfologica non aumenta il 

rischio di complicazioni né durante la gravidanza, né per la salute del nascituro, 

presentando lo stesso decorso clinico che si osserva in seguito al trasferimento in 
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utero di embrioni di buona qualità morfologica (Oron G et al 2014;Kozue A et al 

2018; Zhu J et al 2014; Nakagawa K et al 2016). 

In conclusione possiamo affermare che lo score morfologico degli embrioni in 

seconda giornata di sviluppo non riflette necessariamente il potenziale di sviluppo 

e di impianto dell'embrione (Guerif F et al 2010; Alikani M et al 2000; Szekeres-

Bartho J et al 2016). Nonostante ciò, nella maggior parte dei laboratori di 

Fecondazione in Vitro l'analisi morfologica degli embrioni, pur essendo un 

metodo soggettivo e operatore-dipendente, resta ancora l'unico metodo di 

selezione degli embrioni. L’ESHRE ha cercato di rendere meno soggettiva 

l'analisi morfologica proponendo sia una consensus pubblicata nel 2011 per 

uniformare i vari laboratori che un atlante di embriologia pubblicato nel 2000 e 

revisionato nel 2016, ma anche in questo caso, però, sono seguite molte critiche 

soprattutto per quanto riguarda la definizione di embrioni di cattiva qualità. 

Inoltre, da quando è disponibile lo screening genetico pre-impianto (PGT-A 

Preimplantation Gentic Test for Aneuploidy) degli embrioni, l'analisi morfologica 

sta perdendo il suo valore predittivo. Infatti, se da un lato i metodi di osservazione 

basati sull’analisi morfologica offrono il vantaggio di non essere invasivi 

dall’altro non danno alcuna informazione riguardo l’assetto cromosomico degli 

embrioni in questione. La PGT-A permette, invece, di identificare la presenza di 

alterazioni cromosomiche in fasi molto precoci dello sviluppo embrionale, anche 

prima che si instauri la gravidanza. Grazie all’introduzione della PGT-A nella 

pratica clinica è ed è stato possibile migliore gli outcomes riproduttivi delle 

coppie infertili e l’efficienza dei trattamenti di fecondazione in Vitro, ridurre il 

tasso di aborto, minimizzare l’incidenza di gravidanze con feti affetti da anomalie 

cromosomiche, incrementare il tasso di gravidanza a termine per trasferimento 

embrionale e soprattutto ridurre i tempi che una coppia investe per raggiungere 

una gravidanza a termine. I dati presenti in letteratura inoltre sono unanimi 

nell'affermare che l'assetto cromosomico degli embrioni non correla con la 

morfologia dell'embrione in nessuno stadio di sviluppo, e a parità di qualità 

morfologica l’embrione con assetto cromosomico euploide presenta ovviamente 

maggiori probabilità di successo. (Voullaire L et al 2007; Alfarawati S et al 2011; 

Mertzanidou A et al 2013, Fragouli E et al 2014; Capalbo A et al 2014; Gardner K 

et al 2016; Vinals Gonzalez X et al 2019).  
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Ad oggi sono disponibili anche altri metodi non invasivi di selezione degli 

embrioni, come ad esempio l'analisi morfocinetica grazie all'impiego della 

tecnologia time-lapse e l'analisi proteomica e metabolomica. Valutando i dati 

presenti in letteratura si nota come, anche in questo caso, la morfologia degli 

embrioni non correli con la morfocinetica né rifletta la reale fisiologia 

dell'embrione (Hardy et al 1990; Gardner et al 2001,2011;2016 Katz-Jaffe et al 

2006; Dominguez et al 2015, Sallem A et al 2018). 

In conclusione, ad oggi il mondo scientifico è ancora alla ricerca di un metodo 

ideale e standardizzato per la selezione degli embrioni da trasferire. Al momento, 

nella maggior parte dei laboratori di Procreazione Medicalmente Assistita (PMA), 

in assenza di screening genetico preimpianto, la valutazione morfologica può 

essere impiegata in associazione alla coltura prolungata degli embrioni tenendo 

comunque bene a mente il potenziale di sviluppo e di impianto degli embrioni 

definiti di scarsa qualità morfologica. 
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Capitolo 5: Conclusione 

 

Ad oggi la comunità scientifica sta applicando sempre più il trasferimento di un 

singolo embrione per ridurre al minimo i rischi di gravidanza gemellare e delle 

sue complicazioni, ma sono ancora numerosi i Centri che decidono di trasferire 

due embrioni in seconda o terza giornata di sviluppo. Dai dati analizzati in questo 

studio emerge come, in seguito ad analisi morfologica in seconda giornata di 

sviluppo, nelle pazienti destinate a DET l'associazione di un embrione definito di 

scarsa qualità con uno di buona qualità non influenza in modo negativo gli esiti 

del trattamento di PMA, ma anzi sembrerebbe addirittura aumentare le probabilità 

di successo. 

Emerge, quindi, una tesi a conferma dell’esistenza sia di un’interazione di tipo 

cooperativo tra gli embrioni sia dell’esistenza di meccanismi di auto-correzione, a 

favore del transfer in utero anche degli embrioni di scarsa qualità morfologica, 

rimettendo in discussione il reale valore predittivo dell’analisi morfologica nella 

selezione degli embrioni.  

E’ comunque opportuno considerare che la natura del nostro studio è di tipo 

retrospettivo, pertanto per confermare quanto osservato sarebbe auspicabile 

ampliare l'analisi con uno studio prospettico randomizzato, includendo come 

ulteriore braccio di analisi il trasferimento di singola blastocisti, in modo da avere 

una visione più informativa.  
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