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VALOR DE

LA IMPRONTA EN GANGLIO 

CENTINELA CON EL

SISTEMA OSNA



 El estatus axilar es un factor pronóstico relevante, y marcador de la 

diseminación tumoral.

 El ganglio centinela es el primer ganglio afectado en la extensión 

linfática de un tumor.

 Morton, describe la técnica en melanoma (1992).

 Giuliano (1994-95): Improved axillary staging of breast cancer with 

sentinel lymphadenectomy.

 Causó una revolución en la comunidad científica porque el estudio 

de 1-4 ganglios permite estadificar la situación axilar y evitar la 

linfadenectomía.

Utilidad de la impronta en el estudio del Ganglio Centinela 

con el método OSNA



Técnica del ganglio centinela



– Tamaño de las metástasis en GC (Macro-Micro-ITC).

– Especificación de GC (sn).

– Se definen las ITC (“se detectan normalmente con 

IHC o métodos moleculares, pero se confirman con 

H-E”).

– Terminología:

• pN0, pN0(i+), pN0(i-), pN0(mol+), pN0(mol-).

AJCC Sexta edición de TNM (2002)



• Impronta citológica

+
• Corte de congelación

Método de estudio de ganglio centinela

Estudio diferido: 

4 H-E + 10 queratina AE1/AE3



Método histológico



Eur J Cancer. 2003 Aug;39(12):1654-67.
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Abstract

Controversies and inconsistencies regarding the pathological work-up of sentinel lymph nodes (SNs) led the 

European Working Group for Breast Screening Pathology (EWGBSP) to review published data and 

current evidence that can promote the formulation of European guidelines for the pathological work-up of 

SNs.

After an evaluation of the accuracy of SN biopsy as a staging procedure, the yields of different 

sectioning methods and the immunohistochemical detection of metastatic cells are reviewed. 

Currently published data do not allow the significance of micrometastases or isolated tumour cells to 

be established, but it is suggested that approximately 18% of the cases may be associated with further 

nodal (non-SN) metastases, i.e. approximately 2% of all patients initially staged by SN biopsy.

The methods for the intraoperative and molecular assessment of SNs are also surveyed.

Utilidad de la impronta en el estudio del Ganglio Centinela 

con el método OSNA



Efectividad intraoperatoria



QUALITY ASSURANCE GUIDELINES FOR PATHOLOGY, 2004

 The chance of finding tumour in SNs is related to the proportion of 

tissue evaluated and the methods that are applied. A balance has to be 

struck between general applicability and optimal sensitivity

Intraoperative examination:

 Both frozen sections and imprint cytology have a risk of false negative 

classification, and false positive results have also been rarely 

reported. Any of these methods may be suitable for the intraoperative 

assessment of SNs, but none will adequately identify all metastases in 

these lymph nodes. 

 Both methods have advantages and disadvantages and, in good 

hands, both methods have a similar sensitivity and specificity. 

Utilidad de la impronta en el estudio del Ganglio Centinela 

con el método OSNA



Impronta - Corte en congelación



Tamaño de las metástasis
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Evolución del ganglio centinela





• RT-LAMP: tecnología de replicación

• Amplificación isotérmica a 65ºC.

• Duración de la amplificación 16’.

• Más específico con 6 primers diferentes 

(4 que le dan especificidad y 2 mayor velocidad).

• Puede observarse la amplificación a tiempo real.

• El equipo mide la turbidez de un subproducto (Pirofosfato de magnesio) de la 
replicación del ADN.

• Risetime: tiempo que tarda en producirse un valor de 0.1 de turbidez  en la muestra. 
Se correlaciona con la cantidad de ARNm de CK19 que hay en la muestra y éste a 
su vez se correlaciona muy bien con el número de células tumorales.

OSNA: one-step nucleic acid 

amplification method



OSNA: one-step nucleic acid 

amplification method

 ¿Cuál es el marcador? 

CK19.

 ¿Qué es lo que mide este marcador? 

Medida semi-cuantitativa y cuantitativa del 
ARNm CK19.

 ¿Qué detecta?

Macrometástasis, Micrometástasis, ITC.

 ¿Puede analizar más de un ganglio?

Hasta  4 a la vez.

 ¿Se identifican las muestras?

Sí, evitando errores de muestreo.

- One Step Nucleic Acid 
Amplification -

(OSNA)

Rápido
<20 min.

Recepción de 
ganglios linfáticos

Homogeneización

RT-Lamp



OSNA: one-step nucleic acid 

amplification method

Muestra no diluida CK19 Resultado   

5000 copias (++)

250 copias < 5000 (+)

100 copias < 250 (-)L

(-)

(+) I Sólo si la  muestra 

diluida a 1:10 

tiene más de 250 

ejemplares
copias < 100

1. Confirmar el Risetime del Control Negativo que sea ND 

2. Confirmar el Risetime de PC que sea 11 + / - 2

Flag debido a la inhibición: Los resultados se muestran como (+) I. 
Baja expresión se mostrarán como (-) L (no es relevante!)

Resultados:



Queratina 19 negativo
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 Número de pacientes estudiados: 123.

 Número total de ganglios estudiados:239

 Número de pacientes positivos: 36.

Resultados globales 2010



 Número de pacientes 
positivos + impronta: 27

 Pacientes con ganglio +: 36

 Número de ganglios 
estudiados: 54.

 Número de ganglios 
positivos con OSNA: 31.

36

27

0

5

10

15

20

25

30

35

40

pacientes + pacientes impronta +

23

31

ganglios -

ganglios +

Impronta resultados:



52%
48%

0%

micro

macro

GCA

 Macrometástasis: 13 (42%).

 Micrometástasis: 18 (58%).

 Grupo celular aislado: 0.

Tamaño de las metástasis
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 Ganglios OSNA+/impronta+: 11(20,3%).

 Ganglios OSNA+/impronta-:19( 35,1%).

 Ganglios OSNA-/impronta-: 24(44,4%).

Impronta resultados:

Sensibilidad: 36%

Especificidad:100%

VPN: 0,72%



 Macro OSNA / impronta+: 9 (81,8%)

 Micro OSNA / impronta+:2 (18,1%)

 GCA OSNA / impronta+: 0 ( 0%)
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Impronta resultados:



 Impronta +/número de copias CK19: 2x10.6

 Impronta -/número de copias CK19: 400

Impronta resultados:



Thus, should the first approach of using the whole 

SLN for molecular assay be favoured, it is 

recommended that at least a frozen section or a 

(touch or scrape) cytology specimen is taken, 

examined and archived by pathologists for 

microscopic evaluation of the SLN tissue

UPDATE to the GUIDELINES (EWGBSP)



Consenso de Valencia 2010



 Confirmar la presencia de tumor.

 Conservar muestra citológica de dicho tumor.

 Importancia añadida en los casos que se someten a 

neoadyuvancia y se puede producir una regresión histológica 

completa.

 Seguir las recomendaciones del Grupo EWGBSP.

 No interfiere en las ventajas que ofrece el método de estudio 

completo y definitivo del ganglio en el estudio intraoperatorio.

Conclusiones






