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gnostiche, conseguono fondamentali indicazioni in merito 
all’approccio terapeutico.

Attualmente le metodiche approvate per la determina-
zione dello stato di HER2 sono rappresentate dall’immunoi-
stochimica (IHC) e dall’ibridazione in situ (ISH), quest’ultima 
nelle varianti fluorescente (FISH) o campo in chiaro (SISH/
CISH) (2, 3). Entrambe le metodiche, se effettuate in condi-
zioni standardizzate e validate, sono altamente specifiche e 
riproducibili. 

Le linee guida dell’American Society of Clinical Oncology/
College of American Pathologists (ASCO/CAP) raccomandano 
l’impiego combinato di entrambe le metodiche; in particolare, 
l’IHC viene considerata come test di prima scelta finalizzato 
alla valutazione iniziale dello status di HER2, mentre le tecni-
che di ibridazione in situ sono utilizzate per dirimere i casi in 
cui la precedente determinazione abbia fornito risultati equi-
voci (IHC 2+) (2). Problematiche di ordine propriamente stru-
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Introduzione 

Nel carcinoma della mammella il gene HER2 è amplificato 
nel 25-30% dei casi (1). I tumori con sovraespressione o con 
una comprovata amplificazione del gene HER2 sono classifi-
cati come “HER2 positivi” e da ciò, oltre a implicazioni pro-
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ce to process a sample using the manual method (FISH) compared to the automated system (SISH). The analysis 
was performed from the pathology laboratory perspective. We analysed the complete workflow (laboratory per-
sonnel and medical resource used) to perform the two tests (FISH and SISH) during pathology laboratory standard 
working days. The time required to test one sample was timed for each methodology separately and the pertai-
ning costs were calculated. The working dimension of the two technologies and of the instruments needed was 
also measured. 
Results: The hands-on time for SISH was 80% lower than for FISH and the dedicated space needed to carry out 
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refertazione di 48 test FISH e 48 test SISH. Il tempo dedicato al 
processo di ibridazione dal tecnico di laboratorio o all’attività di 
lettura dal patologo è stato valorizzato considerando per queste 
due figure professionali i rispettivi costi lordi orari a carico del 
Centro Ospedaliero, pari a €24,55 per il tecnico e a €54,13 per il 
patologo. Sono stati poi identificati e valorizzati i materiali non 
consumabili necessari per processare ogni singolo batch (stufa, 
bagnetto, microscopio ottico o microscopio a fluorescenza). Tra 
i materiali non consumabili utilizzati nella metodica SISH non 
è stato considerato alcun costo per la piattaforma Ventana, in 
quanto concessa “in service” dall’azienda produttrice alla strut-
tura sanitaria. I materiali consumabili, utilizzati in entrambe le 
metodiche, non sono stati considerati perché la loro valorizza-
zione è legata al sistema delle gare locali/regionali che determi-
na prezzi spesso soggetti a un’elevata variabilità e quindi non 
idonei a rappresentare dei costi standard.

In ultimo, sono stati stimati gli spazi fisici (metri quadrati) 
occupati nel laboratorio di anatomia patologica dalle attrez-
zature necessarie per condurre e portare a termine la FISH o 
la SISH.

Risultati

Complessivamente, indipendentemente dal numero di 
test eseguiti, nel caso di utilizzo della metodica SISH i processi 
svolti dall’operatore necessari per eseguire un’attività di ibri-
dazione sono risultati essere 12, mentre il loro numero sale a 
36 (+300%) con la metodica FISH (Tab. I).

Dall’analisi dei tempi di lavorazione si evince che la SISH 
assorbe minore tempo del tecnico per portare a termine i 
processi pre-ibridazione (28 minuti vs 201 minuti) e post-ibri-
dazione (25 minuti vs 44 minuti), mentre la FISH è caratteriz-
zata dal minor tempo necessario per effettuare l’ibridazione 
vera e propria/overnight (120 minuti vs 780 minuti) (Tab. I).

Mediamente il tempo complessivo necessario per portare 
a termine un processo di ibridazione mediante FISH è di 364 
minuti (circa 6 ore) e di 833 minuti (circa 14 ore) con la SISH 
(Tab. I). Il tempo dedicato dal tecnico di laboratorio per svol-
gere le specifiche attività riguardanti i processi pre- e post-
ibridazione è risultato cinque volte maggiore per la metodica 
FISH (88 minuti) rispetto a quella SISH (18 minuti).

Per quanto concerne la refertazione, mediamente servo-
no 32 minuti al patologo per leggere otto vetrini SISH (tem-
po medio per campione 4’, minimo 3’ 10’’, massimo 4’ 26’’), 
mentre il tempo dedicato alla lettura dei campioni processati 
con la metodica FISH sale a 56 minuti (+75%) (tempo medio 
per campione 7’, minimo 5’ 25’’, massimo 8’ 31’’) (Tab. II). Tale 
differenza di tempo è ascrivibile al fatto che l’operatore deve 
svolgere l’attività di lettura in una stanza dedicata e, in caso 
di rilettura, dovrà rivedere il vetrino immunoistochimico (con 
microscopio ottico) e il vetrino di ibridazione (con microsco-
pio a fluorescenza), lavorando su due vetrini e due microsco-
pi solitamente posizionati in stanze differenti. Quest’ultimo 
aspetto determina un aumento del tempo medio di rilettura 
rispetto a quello di sola lettura nella metodica FISH. Tale diffe-
renza in termini di tempo dedicato si traduce in un saving pari 
a €49,97 sui costi/operatore. In particolare, si ha una riduzio-
ne di €28,63 sui costi del tecnico (€7,31 vs €35,94) e di €21,33 
sui costi del patologo/batch (€28,87 vs €50,20) (Tab. III).

La Tabella IV indica il costo medio per batch dei materia-

mentale/tecnico e possibili difficoltà nell’interpretazione dei 
risultati possono dare luogo a situazioni in cui sussiste una di-
scordanza di lettura dello status di HER2 e la letteratura riporta 
per la metodica FISH valori di discordanza dell’ordine del 20% 
(4). Tale metodica, pur rappresentando una delle tecniche di 
riferimento, presenta quindi alcune criticità quali: i) necessità 
di attrezzature costose, specifiche e dedicate; ii) perizia del let-
tore; iii) decadimento del fluorocromo nel tempo; iv) perdita 
di dettagli isto-morfologici dovuta alla lettura in campo scuro.

La SISH (Silver In Situ Hybridization) è una metodica di 
ibridazione in situ in campo chiaro alternativa alla FISH, che 
prevede l’utilizzo del comune microscopio ottico per la lettura 
del reperto e può pertanto facilitare la correlazione con gli 
aspetti morfologici e rendere più agevole il confronto con la 
colorazione immunoistochimica per HER2.

In letteratura la concordanza tra le metodiche FISH e SISH, 
valutata utilizzando le linee guida ASCO/CAP, è superiore al 
90%, con discrepanze legate essenzialmente all’eterogeneità 
delle aree tumorali (5).

Obiettivo 

La presente valutazione è stata condotta con la finalità di 
stimare l’impatto economico/organizzativo comparando due 
differenti tecniche di ibridazione in situ, FISH e SISH, per la 
determinazione dello stato di HER2 nel carcinoma alla mam-
mella. 

Metodi

L’analisi è stata condotta considerando i consumi e i costi 
generati dall’attività di determinazione dello stato HER2 nel 
carcinoma mammario presso il Policlinico Universitario A. 
Gemelli di Roma. In particolare sono stati confrontati tempi, 
costi e spazi (comprensivi della lettura e refertazione) asso-
ciati all’esecuzione delle due metodiche di ibridazione in situ, 
una manuale (IQ-FISH) e una automatizzata (Ventana HER2 
Dual ISH). 

La valutazione economica è stata condotta secondo la 
prospettiva del laboratorio di anatomia patologica del Centro 
Ospedaliero, luogo preposto all’esecuzione di tale attività; al 
fine di raccogliere i dati utili alla valorizzazione economica, si 
è proceduto con l’analisi del flusso di lavoro durante giorna-
te lavorative standard. In primo luogo sono stati identificati i 
processi utili alla lavorazione dei campioni in FISH e in SISH 
dalla presa in carico della sezione allestita su vetrino sino alla 
refertazione. Ogni singolo passaggio è stato registrato e cro-
nometrato a fronte dell’effettiva attività eseguita dal persona-
le del laboratorio. In via conservativa è stato considerato un 
numero complessivo di otto vetrini per batch con entrambe 
le metodiche.

Oltre all’attività svolta dal tecnico di laboratorio è stata 
misurata e valutata anche quella impiegata dal patologo per 
leggere e intrepretare i risultati di un batch (otto vetrini) pro-
dotto mediante FISH e SISH. Poiché i tempi di processazione di 
un batch in FISH o in SISH sono dettati da protocolli standard, 
si è ritenuto sufficiente misurare i tempi di lavorazione di un 
solo batch per metodologia. Differentemente, considerando la  
potenziale variabilità dei tempi di lettura e refertazione dei cam-
pioni, si è proceduto con la misurazione dei tempi di lettura e 
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li non consumabili, pari a €4,99 (per test: €0,62) per la SISH 
e a €76,78 (per test: €9,60) per la FISH. Tali costi sono stati 
determinati sulla base del prezzo di acquisto dei materiali 
non consumabili, del relativo numero di anni di ammorta-
mento e del numero di test che sono mediamente eseguiti 
in un anno presso il laboratorio oggetto di questo studio 
(Tab. IV).

Infine, lo spazio occupato nel laboratorio di anatomia pa-
tologica dalle attrezzature per eseguire una completa proce-
dura di ibridazione con la metodica SISH è risultato del 45% 
inferiore a quello dedicato per la FISH (3,99 m2 vs 7,29 m2) 
(Tab. V).

Discussione e conclusioni

Questa analisi è stata finalizzata a valutare l’impatto, 
espresso in termini economici e organizzativi, derivante 
dall’utilizzo della FISH o della SISH, due differenti tecniche di 
ibridazione in situ per la determinazione dello stato di HER2 
nel carcinoma della mammella.

Grazie alle informazioni raccolte nel presente studio, 
è stato dapprima possibile identificare in dettaglio tutte le 
attività utili all’esecuzione di un’ibridazione con metodica 
FISH o SISH e successivamente associare a ognuna di esse il 
tempo dedicato dalle figure professionali (tecnico di labora-
torio e patologo), le attrezzature utilizzate e i materiali con-
sumati. 

Il tempo dedicato dal tecnico di laboratorio per svolgere 
il processo di ibridazione con SISH è risultato essere quasi 
cinque volte inferiore a quello impiegato dalla stessa figura 
professionale per la FISH (18 minuti vs 88 minuti). Anche il 
tempo richiesto al patologo per leggere i risultati del processo 
di ibridazione è risultato sensibilmente inferiore in presenza 
della metodica SISH (32 minuti vs 56 minuti). Tali dati sono 
pienamente in linea con quanto indicato in letteratura, dove 
la metodica FISH è definita come “time-consuming” (6).

Complessivamente, il processo di ibridazione effettuato 
con tecnica SISH richiede l’esecuzione di 12 passaggi, rispet-
to ai 36 necessari per portarlo a compimento con metodica 
FISH. Il tempo complessivo impiegato dalle due metodiche è 
risultato di 833 minuti per la SISH e di 364 minuti per la FISH. 
Questo dato, tuttavia, deve tenere in considerazione che, nel 
caso della SISH, la totalità del tempo richiesto dall’ibridazio-
ne riguarda procedure automatizzate, solitamente eseguite 
overnight, non gravando quindi sulle attività di laboratorio.

Dal punto di vista organizzativo è bene evidenziare come 
la metodica FISH crei il bisogno di accorpare più campioni per 
essere processati in un unico batch al fine di ammortizzare il 
lavoro del tecnico di laboratorio, a differenza della SISH, che 
consente l’esecuzione anche di un solo test, senza necessità 
di accorpamenti e conseguenti ritardi nella processazione del 
campione/diagnosi.

Dal punto di vista dei costi, la FISH determina il maggiore 
costo medio per batch, pari a €162,92 rispetto a €41,17 per 
la SISH, considerando i costi dei materiali “non consumabili” 
e dell’operatore (tecnico + patologo). Va rimarcato anche in 
questa sede che nell’analisi non sono stati considerati i costi 

TABELLA I - Processi e tempi di esecuzione: SISH vs FISH

Batch di ibridazione (8 test) SISH FISH Variazione SISH vs FISH

Numero processi 12 36 -67%

Tempo processi pre-ibridazione, min. 28 201 -86%

Tempo ibridazione/overnight, min. 780 120 550%

Tempo processi post-ibridazione, min. 25 44 -42%

Tempo totale, min. 833 364 129%

Tempo totale operatore, min. 18 88 -80%

FISH = Fluorescence In Situ Hybridization; SISH = Silver In Situ Hybridization.

TABELLA II - Tempo di refertazione/batch: SISH vs FISH

Lettura del batch Tempo patologo (min)

Metodica SISH  

 Lettura 32

 Totale 32

Metodica FISH  

  Preparazione microscopio  
a fluorescenza 1

 Lettura 23

 Rilettura 32

Totale 56

FISH = Fluorescence In Situ Hybridization; SISH = Silver In Situ Hybridization.

TABELLA III - Costo del personale per batch (8 test): SISH vs FISH

 SISH FISH Differenza

Tecnico di laboratorio €7,31 €35,94 -€28,63

Patologo €28,87 €50,20 -€21,33

Totale €36,18 €86,14 -€49,97

FISH = Fluorescence In Situ Hybridization; SISH = Silver In Situ Hybridization.
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dei materiali “consumabili” poiché soggetti a dinamiche di 
gara che non consentono di produrre un dato trasferibile a 
tutte le realtà italiane.

Infine, si è cercato di verificare quanto spazio sia effetti-
vamente occupato nel laboratorio di anatomia patologica 
dalla strumentazione dedicata allo svolgimento del processo 
di ibridazione; la metodica SISH occupa circa la metà dello 
spazio richiesto da quella FISH (3,99 m2 vs 7,29 m2), consen-
tendo quindi una migliore gestione degli spazi del laboratorio 
di anatomia patologica.

In conclusione, alla luce dei risultati della presente valuta-
zione, possiamo affermare che nel processo di identificazione 
dell’amplificazione del gene HER2, la significativa riduzione 
del tempo per il personale, delle risorse utilizzate e degli spa-
zi occupati, pone l’uso della SISH come un’alternativa costo-
efficiente rispetto alla FISH.
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TABELLA V - Spazio dedicato: SISH vs FISH

Descrizione spazi SISH FISH Differenza

Banco per strumentazione  
dedicata, m2 1,62 1,44 13%

Stufa, m2 0,56 0,56 0%

Cappa, m2 1,08 1,08 0%

Frigo/freezer, m2* 0,48 0,51 -6%

Camera scura + microscopio, m2 0,25 3,7 -93%

Totale spazio, m2 3,99 7,29 -45%

FISH = Fluorescence In Situ Hybridization; SISH = Silver In Situ Hybridization.
* Nella metodica FISH viene utilizzato un frigo/freezer (FISH: 85x60), mentre 
nella SISH viene utilizzato un frigo (SISH: 80x60).

TABELLA IV - Materiali non consumabili utilizzati per l’esecuzione di un batch (8 test) con metodica FISH o SISH

Materiali non consumabili Attrezzature Test eseguiti in un anno

Quantità Costo Ammortamento  
(anni) Costo/anno N./anno Costo unitario

Metodica SISH       

 Stufa 1 €2.290 15 €153 416 € 0,37

 Microscopio ottico 1 €1.600 15 €107 416 €0,26

 Totale per test €0,62

 Totale per batch      €4,99

Metodica FISH       

 Stufa 1 €2.290 15 €153 416 €0,37

 Bagnetto 2 €2.000 15 €267 416 €0,64

 HYBrite 1 €5.000 15 €333 416 €0,80

 Microscopio ottico 1 €1.600 15 €107 416 €0,26

 Microscopio a fluorescenza + PC 1 €47.000 15 €3.133 416 €7,53

 Totale per test €9,60
 Totale per batch      €76,78

FISH = Fluorescence In Situ Hybridization; SISH = Silver In Situ Hybridization.


