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PALABRAS CLAVE Resumen

Reflujo Introduccion y objetivos: El reflujo faringo-laringeo (RFL) es una enfermedad caracterizada por
faringo-laringeo; la presencia de sintomas, signos y alteraciones tisulares, consecuencia del movimiento retro-
Pepsina; grado del contenido gastrointestinal hacia el tracto aerodigestivo superior. Representa hasta el
Saliva 10% de las consultas en otorrinolaringologia.

El objetivo de nuestro trabajo es describir los hallazgos obtenidos al aplicar el test de determi-
nacion de pepsina en saliva (PEP-test) en una muestra de pacientes con signos clinicos sugestivos
de RFL.

Material y métodos: En nuestro estudio clinico descriptivo se han incluido 142 sujetos con sin-
tomas sugestivos de RFL que obtuvieron puntuaciones por encima de 13 en la escala RSI. A todos
ellos se les realizo una endoscopia laringea para descartar otras enfermedades que pudieran
justificar los sintomas y el PEP-test. Esta se realizé en ayunas a todos los sujetos, y en aquellos
con resultados negativos se realizé una segunda determinacion una hora después de comer.
Resultados: Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en los 142 sujetos incluidos
fueron los siguientes: 105 pacientes (73,94%) presentaron resultados positivos en alguna de
las determinaciones de pepsina en saliva y en 37 sujetos (26,06%) los resultados de ambas
determinaciones fueron negativos.

Conclusion: El PEP-test es un método sencillo, econdmico, no invasivo y facilmente repetible
que podria minimizar el uso de tratamientos empiricos y pruebas invasivas para el diagnostico
del RFL, si bien son necesarias mas investigaciones para la validacion del mismo.
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Salivary Pepsin Test: Useful and simple tool for the laryngopharyngeal reflux diagnosis

Introduction and objectives: Laryngopharyngeal Reflux (LPR) is a disease characterized by the
presence of symptoms, signs and tissue damage caused by retrograde flow of gastric contents
to the upper aerodigestive tract. It represents up to 10% of otolaryngology consultations.

The aim of the study is to describe the findings obtained by applying the salivary pepsin test

Material and methods: Our descriptive clinical study included 142 subjects with symptoms
suggestive of LPR and a score above 13 on the RSI scale. The subjects underwent laryngeal
endoscopy to rule out other pathologies that could justify the symptoms and the salivary pep-
sin test (PEP-test). The latter was carried out on fasting subjects and a second test one hour

Results: The results obtained in the tests performed on the 142 patients included in the study
were: 105 (73.94%) presented positive results in some of the salivary pepsin tests and the results

Conclusion: The salivary pepsin test is a simple, low-cost, non-invasive and easily repeatable
tool which could minimize empirical treatments and invasive tests for LPR diagnosis, although

© 2017 Elsevier Espana, S.L.U. and Sociedad Espafola de Otorrinolaringologia y Cirugia de
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(PEP-test) in a sample of patients with the clinical suspicion of LPR.
after eating, only on those with negative results.
of both tests were negative in 37 subjects (26.06%).
further research is needed for its validation.
Cabeza y Cuello. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) es una
alteracion del tracto digestivo que se produce como conse-
cuencia del movimiento retrogrado del contenido gastrico
hacia el esofago, siendo la pirosis y la regurgitacion los sin-
tomas principales de este proceso patologico. La afectacion
secundaria de estructuras adyacentes al eso6fago es respon-
sable de la aparicion de manifestaciones extraesofagicas’.

En 1996 Koufmann propuso el término de reflujo faringo-
laringeo (RFL) para definir sintomas, signos y alteraciones
tisulares, como consecuencia de los danos provocados por la
presencia de contenido gastrico en el tracto aerodigestivo
superior?.

La sospecha de ERGE ante la existencia de sintomas
sugestivos de esta enfermedad se puede confirmar de forma
objetiva con pruebas diagndsticas como la pHmetria o la
endoscopia digestiva alta, sin embargo la utilidad y aplica-
cion de estas pruebas en el RFL es controvertido®. El epitelio
de la via respiratoria superior es mas susceptible de ser lesio-
nado por el contenido acido del estomago que el epitelio
del eséfago’*, hecho que explica que hasta en un 50% de los
pacientes diagnosticados de RFL no aparezcan signos endos-
copicos sugestivos de esofagitis®. La pH-metria de 24 horas
se considera el gold estandar para el diagndstico de ERGE;
es una prueba costosa e invasiva que no puede realizarse a
todos los pacientes con sospecha clinica de RFL® y ha demos-
trado poca sensibilidad en sujetos con resultados negativos
en la endoscopia digestiva’~’.

El diagnostico de RFL, en la mayoria de casos, es cli-
nico y se establece ante la presencia de sintomas y signos
«sugestivos» de enfermedad, cuantificados mediante esca-
las entre las que destacan el Reflux Symptom Index (RSI)'°'y
el Reflux Finding Score (RFS)"" y la respuesta empirica al tra-
tamiento antirreflujo'?. EL RSI esta compuesto por 9 items,

que el paciente debe puntuar entre 0 (normal) y 5 (pro-
blema severo), considerandose una puntuacion por encima
de 13 como «sugestiva» de RFL (tabla 1). EL RFS esta formado
por un conjunto de signos endoscopicos laringeos que cuan-
tifican cambios inflamatorios «sugestivos» de RFL, siendo
considerada una puntuacion por encima de 7 como pato-
logica (tabla 2). Aunque estas escalas resultan muy Utiles
para cuantificar los sintomas y signos de RFL, la medicina
actual persigue que el diagndstico de las enfermedades y la
indicacion de tratamiento se realice ante la congruencia de
sintomas, signos y pruebas objetivas que lo confirmen'?.

La falta de pruebas especificas objetivas dirigidas a este
fin ha despertado en los Ultimos afos el interés cientifico
por la bUsqueda de nuevos test diagndsticos que permitan
demostrar y confirmar el RFL, evitando asi el uso de trata-
mientos empiricos.

En la bibliografia consultada sobre nuevos métodos para
el diagnostico de RFL, cada vez son mas los autores que
sugieren la pepsina como causa de los sintomas y signos
faringo-laringeos tipicos en estos pacientes'*. La pepsina es
un enzima presente en el jugo gastrico que se activa por
accion del acido clorhidrico a partir del pespindgeno, y su
presencia en el tracto aerodigestivo superior, por ejemplo
en la saliva, podria explicarse solamente ante un episodio
de reflujo®'.

Recientemente aparecié el PEP-test (RD Biomed Ltd.
Hull, Reino Unido). Se trata de un método inmunolodgico
in vitro que permite determinar la presencia o ausencia de
pepsina en la saliva de forma sencilla, barata y no invasiva'.

El estudio que presentamos es un analisis descriptivo que
analiza los resultados obtenidos al realizar el PEP-test en
una muestra de pacientes que consultaron en la unidad de
otorrinolaringologia por sintomas sugestivos de RFL. Un ele-
vado porcentaje de los pacientes con sospecha clinica de
este trastorno son reacios a tomar tratamiento antirreflujo
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Tabla 1  Reflux Symptom Index

1. Ronquera o algln problema con su voz 0 1 2 3 4 5
2. Aclarar su garganta 0 1 2 3 4 5
3. Exceso de moco en la garganta o sensacion de goteo posnasal 0 1 2 3 4 5
4. Dificultad al tragar alimento, liquido o pildoras 0 1 2 3 4 5
5. Tos después de comer o al acostarse 0 1 2 3 4 5
6. Dificultad para respirar o atragantamiento 0 1 2 3 4 5
7. Tos que causa problema o muy molesta 0 1 2 3 4 5
8. Sensacion de algo pegajoso o de cuerpo extraio en la garganta 0 1 2 3 4 5
9. Dolor en el torax, indigestion o sensacion de acido estomacal en la garganta 0 1 2 3 4 5

Total

Adaptada de Belafsky et al.".

Tabla 2 Reflux Finding Score

0=ausente

2 =presente
0=ausente

2 =presente
4=completo
0=ausente

2 =solo en los aritenoides
4 =difuso
0=ausente
1=leve

2 =moderado
3 =severo

4 =polipode
0=ausente
1=leve

2 =moderado
3 =severo

4 =obstruccion
0=ausente
1=leve

2 =moderado
3 =severo

4 =obstruccion
0=ausente

2 =presente
0=ausente

2 =presente

Edema subglotico
(pseudosulcus)
Obliteracion ventricular

Eritema/hiperemia

Edema de cuerda vocal

Edema laringeo difuso

Hipertrofia comisura
posterior

Granuloma/tejido de
granulacion

Moco espeso
endolaringeo

Total

Adaptada de Belafsky et al."".

debido a que no presentan los sintomas tipicos de la ERGE:
pirosis y/o regurgitacion'®. El objetivo de nuestro trabajo es
describir los hallazgos obtenidos al aplicar el test de deter-
minacion de pepsina en saliva en una muestra de pacientes
con signos clinicos de RFL. Nuestra finalidad es, por tanto,
contribuir en la investigacion y bisqueda de pruebas sen-
cillas y no invasivas que apoyen la sospecha clinica de RFL
antes de iniciar tratamientos empiricos o recurrir a pruebas
diagndsticas mas complejas.

Métodos
Sujetos

El estudio que se presenta fue realizado en una muestra de
142 pacientes, 89 mujeres y 53 hombres, con edades com-
prendidas entre los 25 y los 75 afos, que acudieron a la
consulta de otorrinolaringologia por sintomas sugestivos de
reflujo faringo-laringeo entre febrero de 2014 y septiembre
de 2016. Se excluyeron aquellos sujetos con puntuaciones
en la escala RSI por debajo de 13 puntos, en tratamiento
con protectores de estobmago y aquellos diagnosticados de
enfermedad infecciosa y/o tumoral.

Inicialmente la muestra a estudio estaba formada por 187
pacientes, sin embargo durante el analisis de los resultados
45 sujetos fueron excluidos por no seguir adecuadamente el
método establecido.

Material

Todos los sujetos incluidos en la muestra se sometieron a
una exploracion endoscopica laringea mediante un video-
endoscopio (Henke-Sass, Wolf, GmbH) para descartar otro
tipo de enfermedad faringo-laringea que pudiera justificar
la sintomatologia referida y a la prueba de determinacion
de pepsina en saliva o PEP-test (RD Biomed Ltd. Hull, Reino
Unido).

El PEP-test (RD Biomed Ltd. Hull, Reino Unido) es un
método inmunoldgico in vitro que analiza de manera cuali-
tativa la presencia o ausencia de pepsina (16 ng/ml) en una
muestra de saliva de un paciente.

El paciente debe recoger 2 ml de saliva libre de esputos
en un tubo estéril de 30ml que contiene 0,5ml de acido
citrico 0,01, agitarlo para mezclar la saliva con el acido
citrico y conservar en frio hasta un maximo de 7 dias.

Una vez en el laboratorio la muestra se centrifuga a
4.000 rpm durante 5 minutos. Esta centrifugacion genera una
capa sobrenadante bien diferenciada, de la que se extraen
80wl para transferirlos a un tubo que contenga 240 pl
de solucion buffer de migracion, y la muestra resultante
debe ser mezclada utilizando un agitador Vortex durante
10segundos. En este momento la muestra esta preparada
para incluirse en el dispositivo PEP-test. En el depdsito cir-
cular del Kit se anaden 80 .l de la muestra, y tras un maximo
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Figura 1 Ejemplo de test de determinacion de pepsina en
saliva positivo.

de 15 minutos se pueden observar los resultados en la ven-
tana de visualizacion. Este método inmunocromatografico
mostrara una linea en el lugar indicado con una C en caso
de que el ensayo haya funcionado correctamente, y en los
casos en los que exista pepsina se marcara, también, una
linea en el lugar indicado con una T (fig. 1). En caso de no
observarse la linea C el test se considerara nulo y debera
repetirse.

Método

En nuestro estudio a todos los pacientes se les realizé una
primera determinacion de pepsina en saliva en ayunas sin
haber ingerido ningln alimento y sin haber utilizado ninglin
producto de higiene bucal.

En aquellos sujetos con resultados negativos en la pri-
mera determinacion se solicitd y se proceso una segunda
muestra de saliva obtenida una hora después de la comida
mas copiosa del dia.

A los sujetos con la primera prueba positiva no se consi-
derd necesario realizarles la segunda determinacion.

Resultados

Los resultados obtenidos de la primera determinacion de
pepsina en saliva (en ayunas), realizada a los 142 pacientes,
fueron: negativo en 67 de los sujetos (47,18%) y positivo en
75 pacientes (52,82%).

La segunda determinacion realizada solamente en aque-
llos sujetos con resultados negativos en la determinacion de
pepsina en ayunas mostro los siguientes resultados: negativo
en 37 sujetos (55,22%) y positivo en 30 pacientes (45,78%)
(fig. 2).

En el método aplicado no se requeria la segunda determi-
nacion de pepsina en sujetos con la primera prueba positiva;

1° Determinacion
ayunas

Positivo Negativo
75 75

2° Determinacion
después de comer

\ |

Positivo Negativo
30 37

Figura2 Resultados de las pruebas de determinacion de pep-
sina en saliva.

a pesar de ello, 8 de los pacientes de este grupo la realizaron
siendo positiva en el 100% de los casos.

En resumen, de los 142 pacientes incluidos en la mues-
tra 105 sujetos (73,94%) obtuvieron resultados positivos en
alguna de las determinaciones de pepsina, y en 37 sujetos
(26,06%) los resultados en ambas determinaciones fueron
negativos.

Discusion

El RFL se define como el movimiento retrogrado del con-
tenido gastrico al tracto aerodigestivo superior, provocando
la aparicion de sintomas y signos faringo-laringeos, repre-
sentando, segln las series revisadas, hasta un 10% de las
consultas al otorrinolaringdlogo'”>'8,

El trabajo que se ha presentado describe los resultados
obtenidos después de realizar la prueba de determinacion
de pepsina en saliva mediante el PEP-test en una muestra
de sujetos con signos clinicos sugestivos de RFL, confirma-
dos con el cuestionario RSI. Inicialmente la muestra a estudio
estaba compuesta por 187 pacientes, pero 45 sujetos fueron
excluidos por no seguir adecuadamente el protocolo estable-
cido. Por motivos que desconocemos este grupo de sujetos
no realizé la segunda determinacion de pepsina en saliva exi-
gida en los casos con el PEP-test en ayunas negativo. Por ello,
finalmente en el estudio solo se incluyeron a 142 pacientes.

Después de analizar los datos obtenidos en los 142 pacien-
tes incluidos en la muestra nuestros resultados muestran que
un 76,94% de pacientes obtuvieron resultados positivos en
alguna de las determinaciones, mientras que en el 26,06%
de los sujetos las 2 determinaciones fueron negativas.

En la practica clinica habitual, generalmente, el diag-
nostico de RFL se establece con ayuda de los cuestionarios
RSl y RFS. EL RSI es un test subjetivo que debe ser cum-
plimentado por el paciente, y autores como Hicks et al.,
Milstein et al. o Spyridolias et al. coinciden en su baja espe-
cificidad, ya que sintomas como tos, carraspeo, disfonia,
etc., pueden aparecer en otras enfermedades que cursen
con irritacién o inflamacién laringo-faringea-?'. El RFS
recoge signos endoscopicos laringeos inflamatorios, siendo
puntuaciones por encima de 7 sugestivas de RFL. Algunos
autores consultados lo consideran un método poco preciso,
ya que esos signos pueden aparecer en otras enfermeda-
des laringeas, y por tanto podria establecerse un diagndstico
erroneo’?. Befalsy et al. demostraron la reproducibilidad
intra e interobservador del RFS al ser utilizado por larin-
gologos especializados''; sin embargo, la mayoria de estos
pacientes son atendidos por otorrinolaringélogos generales.
Chang et al. realizaron un estudio en el que analizaban la
reproducibilidad interobservador del RSF al ser aplicado por
otorrinolaringélogos no especializados y concluyeron que en
estos casos los resultados del RFS no coincidian entre los
diferentes examinadores??.

Nuestros resultados muestran que en un porcentaje de
26,06% de pacientes los resultados obtenidos en ambas
determinaciones fueron negativos. Estos datos apoyarian lo
descrito por otros autores que valoran la utilidad de los
cuestionarios RSl y RFS, pero reconocen las limitaciones de
los mismos, es decir, la baja especificidad del primero y la
baja reproducibilidad del segundo. Por ello, aunque en todos
nuestros pacientes existia una sospecha clinica de RFL lo
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esperable era que no en todos confirmasemos dicho diag-
nostico y el motivo de dichos signos clinicos fuese otro.

La respuesta favorable al tratamiento empirico antirre-
flujo es otro de los métodos utilizados por algunos
investigadores para confirmar el diagnodstico de RFL'2. Sin
embargo, Qadeer et al. publicaron un metaanalisis que
resume ensayos controlados aleatorios sobre IBP indicados
en pacientes con sospecha de RFL, concluyendo que no
habian diferencias estadisticamente significativas entre el
uso de IBP o placebo?. El coste econdmico y los efectos
adversos que pueden surgir consecuencia del uso de trata-
mientos empiricos antirreflujo son otros de los motivos que
impulsan a la busqueda de nuevos métodos diagndsticos’. La
Guia Americana de Gastroenterologia de 2013 argumenta en
contra del tratamiento empirico indicado ante la presencia
de signos endoscadpicos laringeos sin la existencia de acidez
o pirosis?®.

Friedman et al., en un estudio realizado y publicado
en 2012, demuestran que el diagndstico de RFL no puede
establecerse solo ante la presencia de sintomas, y con-
cluyen que el diagnostico y la indicacion de tratamiento
deben establecerse ante la congruencia de sintomas, signos
y pruebas objetivas que confirmen la sospecha diagnostica
de la enfermedad'. En la actualidad no existe una prueba
gold estandar para el diagndstico de esta entidad. La pH-
metria de 24 horas y la endoscopia digestiva alta son las
pruebas de eleccion utilizadas para confirmar el diagnos-
tico de ERGE, sin embargo en el RFL son pruebas de baja
sensibilidad’°.

En los Gltimos anos la elevada prevalencia de esta enfer-
medad, el gasto econdmico que supone y la falta de una
prueba «de oro» para el diagnostico del RFL, ha motivado
a los investigadores en la busqueda de nuevas pruebas sen-
cillas y econdmicas que permitan mejorar la calidad y el
manejo de estos pacientes al menor coste.

Spyridoulias et al. plantearon en su estudio la presencia
de pepsina en la via aérea superior como posible biomarca-
dor para objetivar el RFL, basandose en el hecho de que la
pepsina es una enzima presente en el jugo gastrico que se
activa en presencia de acido clorhidrico y su determinacion
en saliva deberia indicar la existencia de reflujo’®. Para rea-
lizar dicha determinacion recientemente se ha desarrollado
el PEP-test (RD Biomed Ltd, Hull, Reino Unido), que uti-
liza 2 anticuerpos monoclonales Unicos contra la pepsina-3
humana; uno para detectar y otro para capturar la presencia
de pepsina en una muestra de saliva®2¢. Al ser un disposi-
tivo novedoso y una técnica diagnéstica reciente, existen
pocos estudios sobre el mismo en la bibliografia consultada,
sin embargo en los ultimos afnos diversos autores han mos-
trado su interés en demostrar la utilidad de la determinacién
de pepsina en saliva como posible test confirmatorio del
RFL.

Sarita et al., y posteriormente Hayat et al., realizaron
estudios que comparaban los resultados obtenidos de la
determinacion de pepsina en saliva en 2 grupos de pacien-
tes: control y pacientes con sintomas tipicos de ERGE (pirosis
y regurgitacion). Ambos coinciden en que los pacientes con
sintomas sugestivos de reflujo tienen mayor prevalencia y
concentracion de pepsina en saliva que los controles. Por
ello, proponen este test como complementario a los cues-
tionarios RSI y RFS, reduciendo asi el uso de tratamientos
antirreflujo innecesarios y pruebas invasivas mas costosas'-’.

Wang et al. publicaron un estudio en el que correlacio-
naban puntuaciones elevadas en los cuestionarios RSI y RFS
con niveles de pepsina en saliva elevados?’.

Recientemente, Young Na et al., que coinciden con otros
autores en la utilidad de la determinacion de pepsina en
saliva para el diagnostico de RFL, han publicado un estu-
dio dirigido a esclarecer cual es el mejor momento del dia
para determinar los valores de pepsina en saliva. Después
de estudiar una muestra de 69 pacientes (12 controles y
57 con sintomas sugestivos de RFL) concluyen que es al
despertarse®. Utilizando este articulo como referencia, por
cuestiones econdmicas, en los 75 sujetos en los que se
obtuvieron resultados positivos en el primer PEP-test no se
solicitd una segunda prueba. Sin embargo, 8 de estos 75
pacientes realizaron la segunda determinacion de manera
voluntaria por motivos desconocidos. La coincidencia entre
ambos resultados en el 100% de los casos apoya que el
método establecido en nuestro trabajo es adecuado, y que si
el test de pepsina en ayunas es positivo no es indispensable
realizar la segunda determinacion.

La sensibilidad y la especificidad de la deteccion de pep-
sina en saliva no son perfectas y tienen limitaciones en el
diagnostico del RFL, al igual que otras técnicas como la
pH-metria o la endoscopia digestiva, pero presenta varias
ventajas frente a estas y es el hecho de ser una técnica eco-
noémica (en nuestro medio aproximadamente 30 euros), no
invasiva, de facil interpretacion y repetibilidad®.

Resulta evidente que la presencia de una sustancia, en
este caso pepsina, en una localizacion diferente a la habi-
tual, tiene que deberse a un mecanismo anémalo que lo
provoca. Aun asi, es un tema muy novedoso que requiere
de futuras investigaciones para concretar algunos aspectos
que son motivo de controversia. Vaninder et al., en una de
sus publicaciones, explican que existe un reflujo fisioldgico
y que aunque, efectivamente, la determinacion de pepsina
en saliva podria ser interesante para objetivar el RFL, se
necesita investigar mas sobre el tema’. No obstante, hay
que destacar que en el presente trabajo todos los pacientes
incluidos en la muestra presentaron sintomas sugestivos de
RFL con puntuaciones superiores a 13 en la escala RSI. Otro
de los puntos en los que deberan centrarse futuras investi-
gaciones es en la existencia de cambios antes y después de
administrar tratamientos antirreflujo?®.

Conclusion

En resumen, el RFL es una enfermedad muy prevalente en
las consultas de otorrinolaringologia y en la actualidad no
disponemos de ninguna prueba gold estandar que confirme
de forma adecuada la sospecha clinica establecida a partir
de sintomas y signos faringo-laringeos.

Después del estudio descriptivo presentado consideramos
que la prueba de deteccion de pepsina en saliva mediante
el PEP-test es una técnica sencilla, econémica, no invasiva,
repetible y de facil interpretacion que podria suponer una
prueba complementaria que apoyase y confirmase la sos-
pecha clinica de RFL realizada mediante los cuestionarios
RSI y RFS. Asi mismo, contribuiria a limitar la administra-
cion de tratamientos empiricos y el uso de pruebas invasivas
mas complejas y costosas reservadas Unicamente para casos
concretos.
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Sin embargo, aunque consideramos que este test podria

ser muy Util en la practica clinica habitual, es evidente
que son necesarias mas investigaciones que comparen los
resultados obtenidos en esta prueba con otros métodos de
exploracion utilizados para la deteccion del RFL, asi como
valorar cambios en las determinaciones de pepsina en saliva
antes y después del tratamiento médico.
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