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МОРФОКІНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ЕМБРІОНІВ У ПАЦІЄНТІВ З
БАГАТОРАЗОВИМИ НЕВДАЛИМИ СПРОБАМИ ЕКЗ

Резюме. У жінок з гарним яєчниковим резервом, великою кількістю ембріонів і повторними невдачами імплантації покра-
щення селекції (відбору) ембріонів для перенесення у порожнину матки може бути вкрай важливим. У такій групі пацієнтів
ретроспективно досліджували ембріоскопічні критерії еуплоїдних зародків, що імплантувалися та таких, що не імплантували-
ся. Суттєвої різниці у морфокінетичних характеристиках встановлено не було. Найбільш вагомою для оцінки імплантаційного
потенціалу зародка встановлені такі морфологічні ознаки як наявність і ступінь важкості мультинуклеації. В цілому, ембріос-
копія є інформативним методом спостереження за раннім розвитком ембріона.
Ключові слова: екстракорпоральне запліднення, багаторазові невдалі імплантації, ембріоскопія, time-lapse технологія,
порівняльна гібридизація геномів.

Вступ
Багаторазові невдалі імплантації у програмах допо-

міжних репродуктивних технологій (ДРТ) - одна з бо-
лючих проблем репродуктології. Причини невдач
імплантації можуть бути найрізноманітніші, діагностика
їх ускладнена, тому використовують багато емпіричних
підходів для їх подолання. Одним із таких підходів є
покращення селекції (відбору) ембріонів для перене-
сення у порожнину матки. До існуючих наразі методик
селекції, котрі використовують у практичній діяльності,
належать наступні: морфологічне оцінювання, морфо-
кінетичне спостереження (ембріоскопія) та пере-
дімплантаційні генетичні дослідження.

Основним методом оцінки ембріонів є морфологі-
чний метод [3, 4], або "живий" огляд зародків під мікрос-
копом за певною системою. Ембріонів до компактизації
(приблизно третя доба розвитку) оцінюють, як правило,
за наступними критеріями: кількість бластомерів, рівність
бластомерів, наявність фрагментації та мультинуклеації
бластомерів (наявність декількох/багатьох ядер у бла-
стомерах) [6]. Після компактизації ембріону (4 доба)
критерієм його оцінки є наявність морули. А після утво-
рення бластоцисти (5-7 доба) оцінюють її якість за сис-
темою Гарднера [5].

Однак, морфологічний метод оцінки якості ембрі-
онів не позбавлений недоліків: він суб'єктивний (зале-
жить від досвіду ембріолога); до того ж, ембріон вкрай
мінливий у своєму розвитку - непривабливий на другу
добу ембріон (таке собі "бридке каченя") може пере-
творитися на здорову і дуже симпатичну дитинку.

Наприкінці першого десятиріччя XXI-го сторіччя з'я-
вився новий метод оцінки якості (чи радше життєздат-
ності) ембріонів - ембріоскопія. Ембріоскоп - настільний
тригазовий інкубатор, який підтримує оптимальні умови
для культивування ембріонів до стадії бластоцисти [18],
дозволяє спостерігати за особливостями їх розвитку
шляхом покадрової зйомки кожні 15 хвилин у декількох
фокальних площинах (time-lapse) та дає можливість ве-
сти облік усіх суміжних подій, які стосуються культиву-
вання (флуктуації температури, концентрації газів).

Інформацію, котру збирають, передають на сервер,
а звідти - на робочу станцію, де ембріолог проводить
морфокінетичний аналіз та спостерігає за умовами куль-
тивування ембріонів за допомогою спеціального про-
грамного забезпечення.

Ембріоскопія - з одного боку, це потужний метод
деселекції ембріонів [15], який полягає у відсіюванні
нежиттєздатних ембріонів за ключовими показниками
їх розвитку, з іншого - це метод селекції найбільш жит-
тєздатних ембріонів за допомогою вбудованого у про-
грамне забезпечення інструменту оцінювання, засно-
ваного на базі ієрархічного дерева, та додаткових по-
казників. До таких показників відносять: оцінку якості
зигот, характер і час дроблення (регулярне чи нерегу-
лярне), наявність і клас фрагментації, наявність і клас
мультинуклеації, рівність бластомерів тощо.

Ембріони завантажують до спеціальної чашки Петрі
з дванадцятьма лунками - EmbryoSlide®, де проводять
індивідуальне культивування ембріонів, котре також
може мати певні переваги порівняно із, так званим, гру-
повим культивуванням. Спираючись на дані програми,
ембріолог має змогу виставити ембріону 2 оцінки (мор-
фологічну та морфокінетичну) та обрати найліпший
ембріон за сумою цих оцінок [7].

До переваг ембріоскопії можна віднести те, що це
неінвазійний об'єктивний аналіз життєздатності ембрі-
онів [9], який дозволяє проведення селективного (виб-
іркового) перенесення одного ембріона зі збережен-
ням частоти вагітності, яка була би досягнута при пере-
несенні 2-х ембріонів [13]; до того ж існує можливість
проведення ретроспективного аналізу циклу в разі не-
вдачі і вибору правильної стратегії на наступний цикл.

Однак, незважаючи на усі переваги методу, він ана-
логічно морфологічному оцінюванню, не дає відповіді
на одне з найголовніших питань ембріології: чи є
відібраний ембріон еуплоїдним, тобто чи містить він
"правильний" набір хромосом.

Для відбору еуплоїдних ембріонів використовують
доімплантаційну генетичну діагностику. Останнім часом
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для генетичного дослідження зародків почали викори-
стовувати метод порівняльної гібридизації геномів (CGH)
або секвенування наступного покоління (NGS). На
відміну від менш досконалого методу fluorescentin-
situhybridization (FISH), що застосовували раніше, ці су-
часні технології дозволяють діагностувати анеуплоїдії та
мікроструктурні хромосомні перебудови одночасно за
всіма хромосомам [1].

Метою даного дослідження було виявлення ембріос-
копічних морфокінетичних та морфологічних ознак, які
б дозволили оцінювати імплантаційний потенціал ембр-
іонів у жінок з множинними невдачами імплантації.

Матеріали та методи
Для проведення дослідження було відібрано ембр-

іони 23 неплідних пар з багаторазовими невдалими
імплантаціями (щонайменше 4) у програмах ДРТ. Для
виключення впливу генетичного чинника на здатність
зародка імплантуватися, до роботи було залучено лише
тих пацієнтів, котрим проводили передімплантаційну
генетичну діагностику ембріонів.

Середній вік пацієнток склав 38 років. Всі жінки мали
гарний яєчниковий резерв, нормальну відповідь на кон-
трольовану стимуляцію яєчників (щонайменше 7
ооцитів, в середньому - 12,5±5,0).

У чоловіків з групи дослідження не діагностували
важких форм чоловічої неплідності (менше 1 млн. спер-
матозоїдів в еякуляті). В усіх випадках запліднення яй-
цеклітин проводили методом Intra Cytoplasmic Sperm
Injection (ICSI) або Intracytoplasmic Morphologically
Selected Sperm Injection (IMSI).

Ембріони культивувалися від зиготи (перша доба
після запліднення) до п'ятої (шостої або сьомої) доби
при 5,3% CO

2
 та 5,0% O

2
 та температурі 37°C у незмінному

(single step) середовищі (LifeGlobal® global® total®). Тро-
фектодермальну біопсію проводили на 5-7 добу роз-
витку зародків на стадії бластоцисти [2]. Порівняльну
гібридизацію геномів проводили на клітинах трофек-
тодерми за допомогою 24sure® array (BlueGnome, UK).
Переносили виключно по одному еуплоїдному ембрі-
ону п'ятої чи шостої доби розвитку.

Ретроспективно було проаналізовано морфокінети-
кута морфологію ембріонів, відібраних для проведен-
ня доімплантаційної діагностики методом CGH.

Морфокінетичну та морфологічну оцінки виставля-
ли за даними ембріоскопії. Для морфокінетичної оцін-
ки використовували універсальний алгоритм, запропо-
нований Meseguer M. та колегами [20], в якому врахо-
вували час першого дроблення (t2), час появи третьо-
го (t3), четвертого (t4) та п'ятого бластомерів (t5) (табл.
1). Елементи алгоритму представлені на рис. 1.

Всі ембріони розподілили на 2 групи: такі, що
імплантувалися успішно, та такі, котрі не імплантували-
ся. Ознакою вдалої імплантації вважалась наявність мат-
кової вагітності, що розвивається (зародок із серцебит-
тям, виявлений при ультразвуковому дослідженні у

строці вагітності 6 тижнів).
Дослідження проводили з 2012 рік по 2015 рік

включно.

Результати. Обговорення
Усього було перенесено 49 еуплоїдних ембріонів,

частота імплантації (та частота настання вагітності) скла-
ла 41%. Цікавим є те, що 8 із 20 (40%) вагітностей було
досягнуто на шестидобових ембріонах. Із 20 ембріонів,
які імплантувалися, жоден не зупинився у розвитку, то
ж народилося 20 дітей: 6 дівчаток і 14 хлопчиків.

Різниці за характером дроблення ембріонів на ранніх
етапах розвитку між ембріонами, які імплантувалися та
ембріонами, які не імплантувалися виявлено не було
(рис. 2), відповідно, не було знайдено і різниці у розпо-
діленні морфокінетичних оцінок у межах двох груп.

Морфологія ембріонів на ранніх етапах суттєво
відрізнялася. Так, у групі зародків, які імплантувалися,
було виявлено лише легку мультинуклеацію в 30% ви-
падків (6 із 20), водночас серед ембріонів, які не імплан-
тувалися, мультинуклеація різних ступенів, включаючи
важку, була присутня в 66% (19 із 29) ембріонів.

Важливо зауважити, що якість бластоцист в обох гру-
пах була порівнюваною (оскільки трофектодермальна
біопсія проводиться тільки на ембріонах гарної якості).

В літературі зараз широко дискутуються питання ко-
рисності ембріоскопічного спостереження в часі (time-
lapseтехнологій) у клінічній практиці ДРТ. Безсумнівно,
ембріоскопія, як така, розкрила багато нюансів розвит-
ку зародка на доімплантаційних етапах, про які нам було
невідомо [13]. Але чи можна ці знання використати для
поліпшення результативності програм ДРТ, наразі дос-
теменно не відомо. Є дослідження, в яких стверджуєть-
ся, що використання ембріоскопії покращує результа-

Таблиця 1. Середній час (в годинах) ранніх етапів дроб-
лення ембріонів з обох груп.

Група
ембріонів/час

дроблення
t2 t3 t4 t5

Імплантувалися 26,2±3,3 37,9±3,35 39,8±4,86 53,9±5,1

Не імплантувалися 26,0±2,9 37,9±3,6 39,0±4,54 53,8±7,42

Рис. 1. Графічне представлення елементів алгоритму.
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тивність програм штучного запліднення [9, 10, 11, 12,
15, 20], а є такі, що це спростовують [8, 19]. В одному з
останніх оглядів, присвячених ролі ембріоскопії у ви-
борі ембріонів для переносу [17], було проаналізовано
бази даних PubMed, Scopus, Cochrane Central,
ClinicalTrials. gov, Current Controlled Trials з метою пошу-
ку рандомізованих контрольованих досліджень, які б
вивчали вплив time-lapse селекції та/або культивуван-
ня в закритій системі ембріоскопа на результативність
ДРТ. Було виявлено 4 відповідних роботи. З них в од-
ному дослідженні було показано позитивний вплив
ембріоскопії на частоту вагітності, ще в одному - слаб-
кий (несуттєвий) негативний ефект. Автори огляду роб-
лять висновок про те, що рутинне використання ембр-
іоскопії ще не на часі, а існує нагальна потреба в додат-
кових добре організованих дослідженнях.

За нашими даними, морфокінетичні особливості
розвитку ранніх ебріонів, які імплантувалися в подаль-
шому і тих, що не імплантувалися, були однаковими.
Тобто, використання цих критеріїв відбору зародка для
переносу не принесло би поліпшення частоти настан-
ня вагітності, частоти імплантації. Однак деякі особли-
вості морфології ембріонів, які були виявлені при ем-
бріоскопічному спостереженні, а саме, мультинуклеа-
ція, особливо середні і важкі форми її, зустрічалися
суттєво частіше у зародків, які не імплантувалися. На
наш погляд, цей критерій можна було б використову-
вати, як додаткову ознаку при виборі ембріонів для
перенесення в порожнину матки.

Наші результати збігаються з даними цікавої роботи
Goodman зі співавторами [8], метою якої було визначи-
ти, чи покращує частоту настання вагітності викорис-
тання ембріоскопічного спостереження (морфокінети-
ки). Це було рандомізоване контрольоване досліджен-
ня, до якого було залучено 235 жінок. У всіх пацієнток
зародки культивувалися в ембріоскопі. Вибір ембріона
для переносу у 119 пацієнток базувався на єдиному
"живому" огляді і оцінюванні (морфологічне оцінюван-
ня), а у 116 жінок на додаток до "живого" огляду, брали
до уваги також і морфокінетичні ознаки. Автори отри-
мали майже однакові показники ЧВ та ЧІ в обох групах.
Цікавим і вартим уваги, на наш погляд, є дані дослід-
ників щодо значно кращої ембріоскопічної діагностики
мультинуклеації.

Так, при однократному "живому" огляді мультинук-
леацію було діагностовано в 7%, а при ретроспектив-
ному перегляді ембріоскопічних зображень тих самих
зародків - в 35,3%. Окрім того, мультинуклеація, за да-
ними авторів, незалежно асоціюється зі зниженням
імплантації.

Слід зазначити, що спостереження за зародками в
ембріоскопі має ряд очевидних переваг. Ембріоскопія
може надати ембріологу суттєво більше інформації, ніж
рутинна щоденна перевірка, що значно заощаджує час
і суттєво полегшує роботу лабораторії. Накопичення
знань про особливості розвитку ембріона на доімплан-

таційних етапах потребують осмислення, аналізу й уза-
гальнення. Так, в ряді робот було доведено, що вико-
ристання морфокінетичних показників може бути пре-
диктором розвитку бластоцисти гарної якості [14, 16,
21], що теоретично могло б покращити результативність
переносів 3-добових зародків. Окрім того, роль такої
аномалії ембріонів, як мультинуклеація може бути пе-
реоцінена. Покращення її діагностики за допомогою
ембріоскопічного спостереження дозволить уникнути
перенесення ембріонів зі заздалегідь відомим зниже-
ним імплантаційним потенціалом. Можливо, будуть ви-
явлені інші морфокінетичні та морфологічні ознаки, що
допоможуть не лише у відборі кращих ембріонів для
перенесення в матку, але і у виборі подальшої тактики
ведення пацієнтки.

Поки що ці технології є ще досить коштовними і, з
точки зору співвідношення затрати/клінічні переваги,
не всі пацієнти їх потребують. Можливо, для різних груп
пацієнтів будуть розроблені різні алгоритми оцінюван-
ня як морфокінетичних, так і морфологічних ознак ем-
бріонів.

Висновки та перспективи подальших
розробок

1. Морфокінетичні характеристики ранніх ембріонів,
запропоновані в універсальному алгоритмі (Meseguer M.),
не дозволяють обрати між ембріонами, які потенційно
можуть імплантуватися, і тими, що не імплантуються.

2. Морфологічні ознаки ранніх ембріонів, а саме
відсоток і важкість мультинуклеації є важливими по-
казниками імплантаційного потенціалу зародків.

3. Ембріоскопія є інформативним методом дослід-
ження зародків у пацієнтів з множинними невдачами
імплантації, що може дати додаткову корисну інфор-
мацію для покращення відбору ембріонів для перене-
сення в порожнину матки.

Перспективи подальших розробок полягають у мож-
ливості більш ефективного лікування пацієнток із ба-
гаторазовими невдалими спробами за рахунок удоско-
налення алгоритмів селекції ембріонів під час ембрі-
оскопії.

Рис. 2. Залежність часу раннього дроблення та імплантації
зародків.
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АНАЛІТИЧНЕ ПРОГНОЗУВАННЯ ЧУТЛИВОСТІ ДО АМІНОГЛІКОЗИДІВ
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Резюме. В роботі наведені результати дослідження чутливості до аміноглікозидів клінічних штамів Рseudomonas aeruginosa,
виділених від хворих з глибокими опіками. З використанням методів математичного аналітичного прогнозування, вперше
встановлено прогностичні показники зміни чутливості Р. aeruginosa до гентаміцину, тобраміцину, амікацину. У клінічних
ізолятів Р. aeruginosa встановлено зниження чутливості до гентаміцину, амікацину; помірне відновлення чутливості до тобра-
міцину. Прогнозовано динаміку зниження чутливості до гентаміцину, амікацину Р. aeruginosa в найближчому майбутньому.
Ключові слова: Рseudomonas aeruginosa, чутливість, прогнозування, антибіотики, аміноглікозиди.

Вступ
Актуальність проблеми розвитку інфекційних уск-

ладнень у хворих з глибокими опіками обґрунтовують
ефективністю, тривалістю лікування та рівнем леталь-
ності. Колонізація опікових ран умовнопатогенними
мікроорганзмами підвищує ризик генералізації бактерій
в результаті транслокації у ділянці вхідних воріт.
Рseudomonas aeruginosa займають провідні позиції се-
ред збудників інфекційних ускладнень при опіковій
хворобі. За даними наукових досліджень Р.aeruginosa
набувають антибіотикорезистентні. Антибіотики групи
аміноглікозидів застосовують для лікування важких
інфекційних ускладнень, спричинених синьогнійною
паличкою. Аміноглікозиди володіють протимікробною,
бактерицидною дією, яка пов'язана з порушенням син-
тезу білка рибосомами [2, 3, 9].

Висока антибіотикорезистентність P.aeruginosa знач-
но ускладнює раціональне застосування антибіотиків.
Прогресуюча поліантибіотикорезистентність спонукає до
всебічного дослідження чутливості P.aeruginosa до ан-
міноглікозидів, прогнозування чутливості клінічних
штамів синьо-гнійної палички з використанням сучас-
ного методу математичного прогнозування [2, 7, 10].

Мета роботи - провести математико-аналітичний
прогноз чутливості клінічних штамів P.aeruginosa до ам-
іноглікозидів.

Матеріали та методи
У 2011-2015 рр. обстежено 380 пацієнтів з важкими

опіками, котрих лікували у Вінницькій обласній клінічній
лікарні імені М.І.Пирогова. До мікробіологічного обсте-
ження хворих входило виділення чистої культури збуд-
ника ідентифікація за морфологічними, культуральни-
ми та біохімічними властивостями. Чутливість до анти-
біотиків визначали на початку лікування. Всього від

хворих виділили 127 штамів P.aeruginosa (2011 р. - n=27;
2012 р. - n=26; 2013 р. - n=26; 2014 р. - n=23; 2015 р.
- n=25). Штами псевдомонад мали типові тинкторіальні,
морфологічні, культуральні й біохімічні властивості.
Чутливість до гентаміцину, тобраміцину, амікацину виз-
начали методом стандартних паперових дисків на
щільному поживному середовищі відповідно до реко-
мендацій МОЗ України та EUCAST [1, 8].

Результати дослідження чутливості клінічних штамів
P.aeruginosa до антибіотиків аналізували, використову-
ючи математико-статистичні методи. Аналіз дозволив
знайти цілком закономірний зв'язок між числовими
значеннями ознак, що змінювались, та ймовірністю ре-
алізації цих значень у масі проведених спостережень
[6]. Математичне аналітичне прогнозування передба-
чало визначення реальної чутливості P.aeruginosa, екст-
раполяцію результатів на досліджувану систему, буду-
ючи серію гіпотетичних математичних моделей прогно-
зованої чутливості синьогнійної палички до аміногліко-
зидних антибіотиків з використанням нормативного
аналізу з конкретизацією значень абсолютного та
відносного оптимуму. Прогностичне моделювання ре-
альної чутливості P.aeruginosa до аміноглікозидів пред-
ставляло сукупність математичних формул, які залежа-
ли від зовнішніх та початкових умов і часу. Оцінку дос-
товірності і точності кожної розробленої математичної
моделі, обґрунтування прогнозу чутливості до протим-
ікробних засобів оцінювали за коефіцієнтом детермі-
нації (r2). Обробку одержаних даних проводили з ви-
користанням ліцензійних пакетів оригінальних комп'ю-
терних програм "STATISTICA 7"; "Matlab 7.11" [4, 5].

Для кожної вибірки клінічних штамів P.aeruginosa з
інтервалом в один рік визначали середньоарифме-
тичну величину (М), похибку середньої арифметичної


