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INTRODUZIONE

Il test al lattulosio-mannitolo (LAC-MAN) è un test
diagnostico sensibile e non-invasivo utilizzato per la
valutazione di una serie di malattie caratterizzate da alte-
razioni della integrità della mucosa intestinale (1,2). Il
test è basato sulla somministrazione orale di due carboi-
drati a diverso peso molecolare (in genere un mono- e un
disaccaride), che non devono subire idrolisi o essere tra-
sportati attivamente a livello della mucosa intestinale, e
sulla valutazione del loro rapporto di escrezione urinaria.
I carboidrati e/o i polialcoli a basso peso molecolare
come il MAN (~5-7 Å) attraversano la mucosa attraverso
i pori acquosi sulla membrana cellulare utilizzando quin-
di per l’assorbimento una via “transcellulare”. I disaccari-
di come il LAC (~10-12 Å) utilizzano invece una via
“paracellulare” attraverso le “tight junctions” tra enteroci-
ti adiacenti (1,3). Quindi, una alterata permeabilità inte-
stinale con uno sbilanciamento del rapporto di escrezio-
ne urinaria tra di- e monosaccaridi (o polialcooli) può
essere indice di danno alla mucosa, con aumento del
passaggio di molecole ad alto peso molecolare (zucche-
ri o antigeni) attraverso la via paracellulare, o di una ridu-
zione generalizzata dell’area della mucosa integra con
diminuzione del passaggio delle piccole molecole.

La valutazione dell’assorbimento differenziale del
LAC e del MAN permette di ottenere buone indicazioni
per la diagnosi e la cura di  patologie caratterizzate da

alterata permeabilità intestinale quali celiachia, morbo di
Crohn, dermatite atopica, intolleranza al latte, fibrosi
cistica, diarrea, HIV, diabete (3-8).

Numerosi dati sperimentali sia sul ratto (9) che sul-
l’uomo (7,8) indicano la presenza di anomalie intestinali
associate al diabete di tipo I, ad eziologia autoimmune.
In particolare, nell’uomo, in concomitanza di diarrea, cre-
scita batterica, malassorbimento e maldigestione, sono
stati riscontrati una aumentata permeabilità, attivazione
immunitaria e cambiamenti ultrastrutturali dell’epitelio
intestinale. 

Attualmente, per la quantificazione degli zuccheri
nelle urine sono disponibili diverse tecniche analitiche
quali procedure colorimetriche/enzimatiche, cromatogra-
fia su strato sottile, HPLC con rivelazione a indice di rifra-
zione, amperometrico o del tipo “evaporative light scatte-
ring”, gas cromatografia o gas cromatografia accoppiata
alla spettrometria di massa, elettroforesi capillare (CE)
(10-15). Alcune di queste metodiche sono lunghe e poco
specifiche, mentre altre prevedono un passaggio di deri-
vatizzazione prima dell’analisi o l’utilizzo di rivelatori par-
ticolari non sempre disponibili nei laboratori diagnostici.
La CE si pone come la tecnica ideale per l’analisi di com-
posti a natura idrofilica come i mono- e i disaccaridi (16).
Tuttavia, nonostante l’alta efficienza di separazione, i
brevi tempi di analisi, le ridotte quantità di campione e i
bassi consumi di reagenti e solventi, questa tecnica ana-
litica non è stata mai applicata specificatamente allo stu-
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ABSTRACT 

Development of a capillary electrophoresis method for urinary lactulose and mannitol determination to
assess the intestinal permeability in patients with type 1 diabetes. The assessment of the unbalanced intestinal
permeability to lactulose (LAC) and mannitol (MAN) after oral administration is used for the diagnosis of gluten-sen-
sitive enteropathy. Aim of this study was to set up a method by capillary electrophoresis to detect the concentration
of MAN and LAC in urine to estimate the intestinal permeability in controls and in patients affected by type I diabetes
mellitus. In <10 min the underivatized carbohydrates were separated at pH of 12.5 and with indirect UV detection at
254 nm. In controls (n=41) 11.3 (median; interquartile range: 5.7-15.3) and 303 (237-440) mg of LAC and MAN were
excreted during the 5 h urine collection after the carbohydrate administration, while in diabetes patients (n=24) 16.5
(12.8-24.3) and 229 (170-354) mg of LAC and MAN were found. This simple and rapid technique is suitable to study
intestinal permeability alterations in different cohorts of patients.



dio della permeabilità intestinale nell’ambito di protocolli
clinici. 

Scopo di questo studio era sviluppare un metodo
semplice, rapido e poco costoso per determinare la con-
centrazione di LAC e MAN nelle urine mediante CE
accoppiata ad un  rivelatore spettrofotometrico, evitando
passaggi di derivatizzazione del campione.  La metodica
era quindi applicata allo studio di un gruppo di pazienti
affetti da diabete di tipo 1 e i risultati ottenuti comparati
con quelli ottenuti su un gruppo di riferimento costituito
da soggetti sani. 

MATERIALI E METODI

Casistica

Erano studiati due gruppi di soggetti. Come popola-
zione di controllo erano valutati soggetti apparentemen-
te sani, privi di familiarità per il diabete di tipo 1 e nega-
tivi agli autoanticorpi specifici per questa patologia
(n=41, età media 24 anni, intervallo 9-54). Erano inoltre
valutati pazienti con diabete di tipo 1 di lunga durata (>4
anni) con una durata media di malattia di 19 anni (n=36,
età media 41 anni, intervallo 22-66).

Test di permeabilità intestinale 

Il test consisteva nella somministrazione di 5 g di LAC
e 2 g di MAN in 50 mL di acqua al paziente a digiuno,
dopo il prelievo della urina basale. Nelle seguenti 5 h si
procedeva alla raccolta delle urine utilizzando sodio azide
come conservante. Dopo le prime 2 h di digiuno, al
paziente era consentita la assunzione di cibo e di liquidi,
per favorire la escrezione urinaria. Il volume totale delle
urine delle 5 h era misurato e registrato e aliquote di 10
mL erano preparate e congelate a -20 °C sino alla analisi.

Uno specifico Consenso Informato era ottenuto da
ciascuno dei soggetti arruolati nello studio.

Trattamento preanalitico dei campioni di urina

Le cartucce OASISTM HLB per estrazione in fase
solida (3 mL, 60 mg, Waters) erano montate su un
Visiprep Solid Phase Extraction Vacuum Manifolds
(Supelco) e pre-attivate con 1 mL di alcool metilico e 1
mL di acqua. Le urine (1 mL) erano addizionate allo
standard interno (IS, 50 µL, 0,5 mg) e fatte passare attra-
verso la colonnina condizionata. L’eluato era raccolto in
una provetta contenente 0,5 g di resina Amberlite IRA-
400 (ammonio quaternario scambiatore anionico forte
forma Cl-) (Aldrich). Dopo aver vortexato e centrifugato il
campione, il supernatante  (0,4 mL) era filtrato con un  fil-
tro da centrifuga Micro-SpinTM (Nylon 66, 0,2 mm,
Alltech Associates)  prima della analisi CE. 

Condizioni analitiche in CE 

Le analisi erano effettuate utilizzando uno strumento
P/ACE System 5500 (Beckman Coulter) controllato dal
software System Gold 8,1 e settato a polarità inversa
(caricamento del campione al catodo). Il detector UV era

settato a 254 nm, la polarità invertita e l’offset negativo
regolato a 90%. Il capillare in silice fusa (lunghezza=27
cm, 20 cm al detector; diametro interno, ID=50 µm) era
assemblato in una cartuccia Beckman (200 x 400 mm).
Il tampone di corsa era costituito da una miscela di acido
sorbico 6 mmol/L, cetiltrimetil ammonio bromuro (CTAB)
1,25 mmol/L e LiOH 50 mmol/L (pH 12,5) (Fluka
Chemie). Ogni giorno il capillare era lavato con 1 M
LiOH, 0,1 M LiOH e tampone di corsa (5 min per ognu-
no) e dopo la applicazione di un voltaggio di -s20 kV per
10 min il capillare era pronto all’uso. Per l’analisi si utiliz-
zava il seguente programma: 1 min pre-lavaggio con
tampone di corsa (20 psi), caricamento del campione per
1 sec a pressione (0,5 psi) o da caricamento di acqua
per 1 sec. La separazione avveniva a 20 °C applicando
un voltaggio costante di -5 kV per 10 min con sviluppo di
una corrente di circa 29 mA. Tra due analisi il capillare
era lavato con tampone di corsa per 0,5 min applicando
un voltaggio di -20 kV e quindi lavato con 1 M LiOH, 0,1
M LiOH, e acqua distillata (0,5 min ognuno). Alla fine
della giornata lo stesso ciclo di lavaggi veniva ripetuto
ma con una maggiore durata (10 min), mantenendo le
due estremità del capillare in acqua per tutta la notte.
Per la conservazione per lunghi periodi veniva essicca-
to. 

Soluzioni standard e calibratori

Le soluzioni standard degli zuccheri (Sigma
Chemical) erano preparate in acqua a concentrazioni di
20, 10 e 2 mg/mL. Una soluzione 10 mg/mL di ramnosio
era utilizzato come standard interno (IS). Le soluzioni
erano stabili 1 settimana a 4 °C. Per la preparazione
delle curve di calibrazione, gli standard erano diluiti in
acqua o in urina di controllo priva di glucosio e di MAN
(volume final 1 mL) in maniera tale da coprire l’intervallo
di concentrazione tipico del LAC (0,01-0,5 mg/mL) e
quello tipico del MAN (0,05-2,0 mg/mL). I calibratori
erano preparati per ogni seduta analitica. 

RISULTATI E DISCUSSIONE

La valutazione della escrezione urinaria di LAC/MAN
dopo somministrazione dei due carboidrati è un test utile
e non invasivo per la valutazione della integrità della
mucosa intestinale. Nonostante la grande quantità di
metodi analitici per i carboidrati basati sulla CE, pochi
riguardano la loro determinazioni su matrice urinaria (17)
e nessuno è stato applicato alla quantificazione specifi-
ca del rapporto LAC/MAN dopo carico orale dei due zuc-
cheri. Poiché i carboidrati-non derivatizzati non posseg-
gono gruppi specifici in grado di assorbire all’UV, si uti-
lizzava un metodo indiretto, riempiendo il capillare con
un tampone caratterizzato da un forte assorbimento UV
e rivelando il passaggio degli zuccheri come mancanza
di assorbimento o picco negativo. A questo scopo il sor-
bato forniva la massima sensibilità di rivelazione a 254
nm, mostrando un alto coefficiente di assorbimento
molare e una mobilità elettroforetica simile a quella dei
carboidrati in assenza di fenomeni di interazione o di
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ossidoriduzione con essi. 
I carboidrati sono composti debolmente acidi (pKa da

12 a 13) e a pH fortemente basico, utilizzando un tampo-
ne tradizionale, sono carichi negativamente e quindi
attratti elettroforeticamente all’anodo, in senso opposto a
quello del flusso elettroendoosmotico. Per ottenere tempi
di analisi ridotti era necessario aggiungere al tampone di
corsa un surfattante cationico come il CTAB che permet-
teva un coating dinamico del capillare e l’inversione del
flusso elettroendoosmotico. In queste condizioni, utilizzan-
do la polarità invertita degli elettrodi ed effettuando il cari-
camento del campione al catodo, i carboidrati si muoveva-
no co-direzionalmente al flusso elettrosmotico (EOF) con
tempi di analisi relativamente brevi (<10 min). L’ordine di
migrazione era in relazione al loro valore di pKa, con i
disaccaridi che mostravano una minore mobilità rispetto a
monosaccaridi della stessa acidità dovuta al loro rapporto
massa su carica. Il MAN, che di fatto è un polialcool, risul-
tava il più trattenuto (Fig.1). 

Dalle analisi di urine controllo, nessun picco veniva
evidenziato ai tempi di migrazione (Mt) di LAC, MAN o di
IS (dato non illustrato). Occasionalmente nei pazienti
veniva riscontrato un picco al Mt del MAN probabilmente
derivante dalla dieta. In questo caso il valore basale
veniva sottratto a quello ottenuto dopo carico orale del
poliacool. 

Le curve di calibrazione venivano analizzate corre-
lando il rapporto “area zucchero/area IS” con la concen-
trazione urinaria di LAC o di MAN, rispettivamente  (g/L).
Il fattore di risposta per entrambi gli zuccheri e particolar-
mente per il MAN è fortemente dipendente dalle condi-
zioni analitiche, per inciso pH, concentrazione del sorba-
to e campo elettrico che, di contro, influenza la forma del
picco, la risoluzione e il disturbo della linea di base. Le
pendenze di 10  curve di calibrazione preparate e analiz-

zate nell’arco di 3 anni mostravano un CV di 5,9% e
14,0% per LAC e MAN, rispettivamente. Il CV nella serie,
valutato ripetendo 10 volte nell’arco dello stesso giorno
l’analisi di un’urina arricchita con 0,1 g/L  di  LAC e MAN
era di 4,5% e 7,5%, rispettivamente. Il recupero (>97%
per entrambi gli zuccheri) era determinato aggiungendo
LAC e MAN ad un campione di urina prima o dopo i pas-
saggi di purificazione. Il limite di determinazione per
entrambi gli zuccheri in urina era di 0,01 g/L. La prova di
linearità, valutata nell’intervallo tra 0,01 e 0,05 g/L per il
LAC e tra 0,05 e 2,0 g/L per il MAN, forniva coefficienti
di determinazione (r2) > 0,995.

Nella Figura 2 è riportata l’analisi effettuata sulle
urine di due pazienti diabetici raccolte nelle 5 h  succes-
sive al carico orale degli  zuccheri. Poiché il  metodo era
stato sviluppato per valutare la permeabilità intestinale in
pazienti diabetici, abbiamo testato la possibile influenza
della glicosuria sulla determinazione del LAC aggiun-
gendo quantità crescenti di glucosio alle urine di un sog-
getto di controllo raccolte dopo la esecuzione del test.
Quando la concentrazione di glucosio eccedeva 0,17
g/L, la quantificazione del LAC non era più possibile; 12
dei 36 pazienti con diabete di tipo 1 sottoposti al test non
mostravano un buon controllo metabolico e a causa
della importante glicosuria non potevano essere valutati
(Figura 3).

Nonostante altre tecniche come la gas-cromatografia
o l’HPLC collegata ad un detector di tipo light scattering
siano in grado di fornire una sensibilità 10 volte maggio-
re della CE, il metodo qui descritto permetteva di deter-
minare in maniera soddisfacente la concentrazione uri-
naria dei due zuccheri dopo la esecuzione del test  in 41
soggetti controllo e in 24 su 36 pazienti con diabete di
tipo 1 di lunga durata. Nei controlli, la escrezione totale
di LAC variava da 0,9 a 78 mg (mediana 11,3; intervallo
interquartile 5,7-15,3) mentre quella di MAN da 78 a 857
mg (303, 237-440). I pazienti diabetici  mostravano una
escrezione urinaria di LAC significativamente più eleva-
ta (mediana 16,5 mg; intervallo interquartile: 12,8-24,3)
associata ad una ridotta escrezione di MAN (229 mg,
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Figura 1
Elettroferogrammi di urine di controllo arricchite prima della
analisi di standard interno (IS) e di lattulosio e mannitolo alla
concentrazione di 1 g/L come standard. Nella figura sono ripor-
tate anche le strutture chimiche del LAC e del MAN.

Figura 2
Elettroferogrammi rappresentativi delle urine di due pazienti
diabetici raccolte nelle 5 h successive alla  somministrazione di
lattulosio (LAC) e mannitolo (MAN).
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170-354). Questo dava luogo ad un rapporto di escrezio-
ne urinario LAC/MAN significativamente elevato (0,067,
0,050-0,127; mediana, intervallo interquartile) nei
pazienti diabetici rispetto al gruppo di controllo (0,025,
0,018-0,050) (P <0,01 Mann-Whitney rank sum test). 

CONCLUSIONI 

Il metodo CE qui proposto è rapido, semplice e poco
costoso e quindi utile per l’analisi di molecole a basso
peso molecolare come gli zuccheri  non derivatizzati
nelle urine. Il metodo necessita di uno strumento per CE
con un semplice equipaggiamento (detector UV e capil-
lare in silice fusa) e sfrutta il coating dinamico del capil-
lare con un comune surfattante come il CTAB. A condi-
zione che la glicosuria sia tenuta sotto controllo durante
la esecuzione del test, la CE si è rivelata adeguata per
evidenziare rapidamente alterazioni della permeabilità
intestinale in diabetici di tipo I. Un incremento della sen-
sibilità mediante utilizzo di strumenti di nuova generazio-
ne dotati di rilevatori più sensibili e sistemi di termostata-
zione del capillare più efficienti (maggiore stabilità  della
linea di base e minore  rumore di fondo) è comunque
auspicabile. 

I nostri risultati evidenziano nel diabete di tipo 1 la
presenza di un danno funzionale dell’intestino tenue,
caratterizzato da una maggior permeabilità per le grosse
molecole (LAC) in presenza di una diminuita permeabili-
tà a quelle piccole  (MAN). Tali risultati potrebbero avva-
lorare la ipotesi che l’agente eziologico del diabete di tipo
1 (antigene alimentare, virus o altro) agisca in primo
luogo a livello della mucosa intestinale, inducendo una
reazione immunopatologica locale che evolve poi in una
reazione autoimmune contro le cellule beta dell’isola
pancreatica.
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Figura 3
Urine di soggetti di controllo addizionate con diverse quantità di
glucosio: campione A: 0,17 g/L (LAC = 0,12 g/L, MAN = 2,12
g/L); campione B: 0,36 g/L (LAC = 0,03 g/L, MAN = 0,36 g/L).
Nell’inserto l’urina di un paziente diabetico con glicosuria = 8,4
g/L.
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