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บทคัดยอ  

 

รหัสโครงการ: MRG5980038 
 
ช่ือโครงการ: การประเมินโปรไฟลของภาวะเลือดเปนกรดในผูปวยมาลาเรียขัน้รุนแรงโดยใช 

                  เทคนคินวัตกรรม 
 
ช่ือนักวิจัย และสถาบัน อาจารย ดร.ณัฐธิดา ศรีบุญวรกุล  มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
อีเมล: natthida.srn@mahidol.ac.th 
 
ระยะเวลาโครงการ: 2 ป 
 
บทคัดยอ:  

 ภาวะเลือดเปนกรด (Acidosis) ซึ่งเปนเคร่ืองหมายที่ใชทํานายโรค (prognostic 

marker) เปนปญหาที่พบโดยทั่วไป และเปนสาเหตุสําคัญของการเสียชีวิตในผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง (severe malaria) จากเช้ือ Plasmodium falciparum โดยภาวะ Acidosis มีสาเหตุ

หลักหนึ่งมาจากกรดแลกติก และตอมาไดมีการศึกษาทางการแพทย ในพลาสมาของกลุมผูปวย

มาลาเรียชนิดรุนแรงจาก Plasmodium falciparum และทําการคํานวณหาคาผลตางระหวางแอน

ไอออนชนิดแรง (strong anion gap) ทั้งหมดเทียบกับจากกรดแลกติก พบวาคาผลรวม strong 

anion gap ทั้งหมดมีคาสูงกวาที่มาจากกรดแลดติกอยางเดียวถึงประมาณสี่เทา จากผล

การศึกษานี้ทําใหพบวา ยังมีกรดอินทรียที่ไมสามารถระบุชนิดไดอีกหลายชนิดที่เปนตัวแปร

สําคัญที่สงผลตอคาผลรวมของ strong anion gap ที่ไมขึ้นกับกรดแลกติก และกอใหเกิดอัตรา

การเสียชีวิตอยางมีนัยสําคัญทางการวินิจฉัยสาเหตุการเกิดโรคในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง

จากเช้ือ Plasmodium falciparum นี้ จากการศึกษานํารอง (Pilot study) ไดทําการพัฒนาวิธีการ

ทางเคมีวิเคราะหและพิสูจนความเช่ือมั่น (Validation) โดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ-

แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) ประเภทไฮโดรฟลิกอินเทอเร็กชันลิควิดโครมาโทกราฟ (HILIC) 

ตอกับแมสสเปกโทรเมตรี (MS) ในโหมดไอออนลบสําหรับการแยกและการตรวจวัดกรดอินทรีย

ขนาดเล็ก 8 ชนิดซึ่งเปน endogenious compounds และเปน metabolites ในผูปวยเบ้ืองตน 

เพื่อใชในการขยายการศึกษาในขั้นตอไป กรดทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกติก, กรดแอลฟาไฮ

ดรอกซีบิวทิลิก, กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก, กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก, กรดพีไฮดรอกซีฟนิล

แลกติก, กรดมาโลนิก, กรดเมทิลมาโลนิกและ กรดเอทิลมาโลนิก โดยกรดอินทรียทั้งหมดนี้

สามารถถูกวิเคราะหไดพรอมๆกันโดยใชซิกฮีลิกคอลัมน (ZIC HILIC) โดยวิธีการทางเคมี

วิเคราะหในการศึกษานี้ไดพัฒนาและพิสูจนความเช่ือมั่นอางอิงตามคูมือขององคการอาหารและ

ยาแหงสหรัฐอเมริกา และไดเพิ่มการประยุกตเพิ่มเติมสําหรับการวิเคราะหสาร endogenous 



compounds วัตถุประสงคของโครงการวิจัยนี้คอื เพื่อศึกษาสาเหตุการเกิดภาวะเลือดเปนกรดใน

ผูปวยมาลาเรีย (Plasmodium falciparum) ชนิดรุนแรงจากการหาชนิดและปริมาณของกรด

อินทรียที่สําคัญที่พบในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง เทียบกับ 

ผูปวยมาลาเรียชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated malaria), ภาวะเลือดกรดจากการติดเช้ือ

แบคทีเ รีย และในอาสาสมัครคนสุขภาพดี โดยใช เทคนิคนวัตกรรม (LC-MS และ 

Chemometrics)  จากนั้น ทําการรวบรวมโพรไฟลของกรดที่ไดจากการศึกษาทั้งหมด มา

ประเมินเปนดัชนีช้ีวัดที่สัมพันธกับความรุนแรงหรือการพยากรณโรคของโรคมาลาเรีย การ

คนพบที่ไดจากงานวิจัยนี้จะสามารถนํามาใชในการพัฒนาการรักษาผูปวยมาลาเรียที่มีภาวะ

เลือดเปนกรด เพื่อลดอัตราการเจ็บปวยและเสียชีวิตจากโรคนี ้และสามารถนําเทคนิคที่พฒันาได

ในงานวิจัยนี้ไปประยุกตใชกับผูปวยภาวะเลือดเปนกรดจากโรคอื่นๆได  

 

คําหลัก : ภาวะเลือดเปนกรด, มาลาเรียชนิดรุนแรง, กรดอินทรีย, ลิควิดโครมาโทกราฟ,  

            แมสสเปกโทรเมทรี 
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Abstract  

 

Project Code : MRG5980038 
 
Project Title : Assessment of acidosis profile in patients with severe malaria using  

                   innovative technique 
 
Investigator : Natthida Sriboonvorakul, PhD, Lecturer, Mahidol University 
 
E-mail Address : natthida.srn@mahidol.ac.th 
 
Project Period : 2 years 
 
Abstract: 

 Acidosis is an important cause of mortality in severe falciparum malaria. Lactic 

acid is a major contributor to metabolic acidosis, but accounts for only one-quarter of 

the strong anion gap. Other unidentified organic acids have an independent strong 

prognostic significance for a fatal outcome. The assessment of acidosis profile in 

patients with severe malaria and other conditions complicated by acidosis could lead to 

better understanding the pathophysiology of disease condition. A simultaneous bio-

analytical method for qualitative and quantitative assessment of eight small organic 

acids potentially contributing to acidosis in severe malaria in plasma and urine was 

developed and validated. Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) coupled 

to negative mass spectroscopy was utilized for separation, detection and quantification. 

Eight possible small organic acids; L-lactic acid (LA),α-hydroxybutyric acid (aHBA), β-

hydroxybutyric acid (bHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (pHPLA), malonic acid (MA), 

methylmalonic acid (MMA), ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (aKGA) 

were analyzed simultaneously using a ZIC-HILIC column. This method was validated 

according to U.S. Food and Drug Administration guidelines with additional validation 

procedures for endogenous substances. Chemometrics was performed for the 

complementary study. The objectives of this study are to assess acidosis profile in 

patients with severe falciparum malaria by using innovative technique (Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry and Chemometrics) to obtain qualitative and 

quantitative data of unmeasured organic acids in patients with severe falciparum 

malaria, uncomplicated falciparum malaria and bacterial infection sepsis (in absence of 



malaria) with healthy volunteers, and to combine profile of unmeasured organic acids 

and clinical characteristics for the assessment of disease state and/or disease 

prognosis. This could be important clinical tool for better understanding the 

pathophysiology of acidosis in severe malaria and other conditions complicated by 

acidosis. Consequently, this could guide to the development of new therapies. 

 

Keywords; Acidosis, Severe malaria, Organic acids, Liquid Chromatography, 

                Mass Spectrometry 
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เนื้อหางานวิจัยประกอบดวย  

 

1. บทคัดยอภาษาไทย และภาษาอังกฤษ  

 

บทคัดยอ:  

 ภาวะเลือดเปนกรด (Acidosis) ซึ่งเปนเคร่ืองหมายที่ใชทํานายโรค (prognostic 

marker) เปนปญหาที่พบโดยทั่วไป และเปนสาเหตุสําคัญของการเสียชีวิตในผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง (severe malaria) จากเช้ือ Plasmodium falciparum โดยภาวะ Acidosis มีสาเหตุ

หลักหนึ่งมาจากกรดแลกติก และตอมาไดมีการศึกษาทางการแพทย ในพลาสมาของกลุมผูปวย

มาลาเรียชนิดรุนแรงจาก Plasmodium falciparum และทําการคํานวณหาคาผลตางระหวางแอน

ไอออนชนิดแรง (strong anion gap) ทั้งหมดเทียบกับจากกรดแลกติก พบวาคาผลรวม strong 

anion gap ทั้งหมดมีคาสูงกวาที่มาจากกรดแลดติกอยางเดียวถึงประมาณสี่เทา จากผล

การศึกษานี้ทําใหพบวา ยังมีกรดอินทรียที่ไมสามารถระบุชนิดไดอีกหลายชนิดที่เปนตัวแปร

สําคัญที่สงผลตอคาผลรวมของ strong anion gap ที่ไมขึ้นกับกรดแลกติก และกอใหเกิดอัตรา

การเสียชีวิตอยางมีนัยสําคัญทางการวินิจฉัยสาเหตุการเกิดโรคในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง

จากเช้ือ Plasmodium falciparum นี้ จากการศึกษานํารอง (Pilot study) ไดทําการพัฒนาวิธีการ

ทางเคมีวิเคราะหและพิสูจนความเช่ือมั่น (Validation) โดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ-

แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) ประเภทไฮโดรฟลิกอินเทอเร็กชันลิควิดโครมาโทกราฟ (HILIC) 

ตอกับแมสสเปกโทรเมตรี (MS) ในโหมดไอออนลบสําหรับการแยกและการตรวจวัดกรดอินทรีย

ขนาดเล็ก 8 ชนิดซึ่งเปน endogenious compounds และเปน metabolites ในผูปวยเบ้ืองตน 

เพื่อใชในการขยายการศึกษาในขั้นตอไป กรดทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกติก, กรดแอลฟาไฮ

ดรอกซีบิวทิลิก, กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก, กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก, กรดพีไฮดรอกซีฟนิล

แลกติก, กรดมาโลนิก, กรดเมทิลมาโลนิกและ กรดเอทิลมาโลนิก โดยกรดอินทรียทั้งหมดนี้

สามารถถูกวิเคราะหไดพรอมๆกันโดยใชซิกฮีลิกคอลัมน (ZIC HILIC)  โดยวิธีการทางเคมี

วิเคราะหในการศึกษานี้ไดพัฒนาและพิสูจนความเช่ือมั่นอางอิงตามคูมือขององคการอาหารและ

ยาแหงสหรัฐอเมริกา และไดเพิ่มการประยุกตเพิ่มเติมสําหรับการวิเคราะหสาร endogenous 

compounds วัตถุประสงคของโครงการวิจัยนี้คอื เพื่อศึกษาสาเหตุการเกิดภาวะเลือดเปนกรดใน

ผูปวยมาลาเรีย (Plasmodium falciparum) ชนิดรุนแรงจากการหาชนิดและปริมาณของกรด

อินทรียที่สําคัญที่พบในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe 

malaria) เทียบกับ ผูปวยมาลาเรียชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated malaria), ผูปวยติดเช้ือ

แบคทีเ รียและมีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และในอาสาสมัครคนสุขภาพดี (Healthy 

volunteers) โดยใชเทคนิคนวัตกรรม (LC-MS และ Chemometrics)  จากนั้นทําการรวบรวม

โพรไฟลของกรดที่ไดจากการศึกษาทั้งหมดมาประเมินเปนดัชนีช้ีวัดที่สัมพันธกับความรุนแรง



หรือการพยากรณโรคของโรคมาลาเรีย การคนพบที่ไดจากงานวิจัยนี้จะสามารถนํามาใชในการ

พัฒนาการรักษาผูปวยมาลาเรียที่มีภาวะเลือดเปนกรด เพื่อลดอัตราการเจ็บปวยและเสียชีวิต

จากโรคนี้ และสามารถนําเทคนิคที่พัฒนาไดในงานวิจัยนี้ไปประยุกตใชกับผูปวยภาวะเลือดเปน

กรดจากโรคอื่นๆได  

 

คําหลัก : ภาวะเลือดเปนกรด, มาลาเรียชนิดรุนแรง, กรดอินทรีย, ลิควิดโครมาโทกราฟ,  

            แมสสเปกโทรเมทรี 

  

 

Abstract: 

 Acidosis is an important cause of mortality in severe falciparum malaria. Lactic 

acid is a major contributor to metabolic acidosis, but accounts for only one-quarter of 

the strong anion gap. Other unidentified organic acids have an independent strong 

prognostic significance for a fatal outcome. The assessment of acidosis profile in 

patients with severe malaria and other conditions complicated by acidosis could lead to 

better understanding the pathophysiology of disease condition. A simultaneous bio-

analytical method for qualitative and quantitative assessment of eight small organic 

acids potentially contributing to acidosis in severe malaria in plasma and urine was 

developed and validated. Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) coupled 

to negative mass spectroscopy was utilized for separation, detection and quantification. 

Eight possible small organic acids; L-lactic acid (LA),α-hydroxybutyric acid (aHBA), β-

hydroxybutyric acid (bHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (pHPLA), malonic acid (MA), 

methylmalonic acid (MMA), ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (aKGA) 

were analyzed simultaneously using a ZIC-HILIC column. This method was validated 

according to U.S. Food and Drug Administration guidelines with additional validation 

procedures for endogenous substances. Chemometrics was performed for the 

complementary study. The objectives of this study are to assess acidosis profile in 

patients with severe falciparum malaria by using innovative technique (Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry and Chemometrics) to obtain qualitative and 

quantitative data of unmeasured organic acids in patients with severe falciparum 

malaria, uncomplicated falciparum malaria and bacterial infection sepsis (in absence of 

malaria) with healthy volunteers, and to combine profile of unmeasured organic acids 

and clinical characteristics for the assessment of disease state and/or disease 

prognosis. This could be important clinical tool for better understanding the 

pathophysiology of acidosis in severe malaria and other conditions complicated by 



acidosis. Consequently, this could guide to the development of new therapies. 

 

Keywords; Acidosis, Severe malaria, Organic acids, Liquid Chromatography, 

                Mass Spectrometry 

 

 

2. บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) ประกอบดวย: 

 

- ที่มาและความสําคัญของปญหา-ทบทวนวรรณกรรม 

 

 มาลาเรียเปนโรคติดเช้ือในมนุษยที่มียุ งกนปลอง (Anopheles) เปนพาหะ                     

โรคนี้กอใหเกิดอัตราการเจ็บปวยและการเสียชีวิตสูงถึงประมาณ 2,000 คนตอวัน โดยอัตราการ

เสียชีวิตจากโรคนี้เกือบทุกกรณีมีสาเหตุจากเช้ือ Plasmodium falciparum โดยมีภาวะเลือดเปน

กรด (Acidosis) ซึ่งเปนเคร่ืองหมายที่ใชทํานายโรค (prognostic marker) เปนหนึ่งในสาเหตุ

สําคัญของการเสียชีวิตในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (severe malaria) จากเช้ือ Plasmodium 

falciparum นี้ (White, Pukrittayakamee et al. 2013)   

 ภาวะ Acidosis มีสาเหตุหลักหนึ่งมาจากกรดแลกติก และตอมาไดมีการศึกษาทาง

การแพทย (Dondorp, Chau et al. 2004) ในพลาสมาของกลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรงจาก 

Plasmodium falciparum (n=268) และทําการคํานวณหาคาผลตางระหวางแอนไอออนชนิดแรง 

(strong anion gap) ทั้งหมดเทียบกับจากกรดแลกติก พบวาคาผลรวม strong anion gap 

ทั้งหมดมีคาสูงกวาที่มาจากกรดแลดติกอยางเดียวถึงประมาณสี่เทา (Dondorp, Chau et al. 

2004) จากผลการศึกษานี้ทําใหพบวา ยังมีกรดอินทรียที่ไมสามารถระบุชนิดไดอีกหลายชนิดที่

เปนตัวแปรสําคัญที่สงผลตอคาผลรวมของ strong anion gap ที่ไมขึ้นกับกรดแลกติก และ

กอใหเกิดอัตราการเสยีชีวิตอยางมีนยัสําคญัทางการวินิจฉัยสาเหตุการเกิดโรคในผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรงจากเช้ือ Plasmodium falciparum นี้    

        จากการศึกษานํารอง (Pilot study) (Sriboonvorakul, Leepipatpiboon et al. 2013) ได

ทําการพัฒนาและพิสูจนความเช่ือมั่น (Validation) ของวิธีการทางเคมีวิเคราะหโดยใชเทคนิค

ลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) ในการคัดเลือกหากรดอินทรียเบ้ืองตน 

(Preliminary screening) ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรงจาก

เช้ือ Plasmodium falciparum เปรียบเทียบกับกลุมอาสาสมัครสุขภาพดี (n=30) โดยใชเทคนิค

ไฮโดรฟลิกอินเทอเร็กชันลิควิดโครมาโทกราฟ (HILIC) ตอกับแมสสเปกโทรเมตรี (MS) ใน

โหมดไอออนลบสําหรับการแยก การตรวจวัดและหาปริมาณความเขมขน รวมกับการคนควา

และเปรียบเทียบกับ Biochemical pathway ใน parasite metabolism ทําใหไดขอมูลกรด

อินทรียขนาดเล็ก 8 ชนิด ที่เปน endogenious compounds และเปน metabolites ในผูปวย

เบ้ืองตน เพื่อใชในการขยายการศึกษาในขั้นตอไป กรดทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกติก, กรด



แอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก, กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก, กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก, กรดพีไฮดร

อกซีฟนิลแลกติก, กรดมาโลนิก, กรดเมทิลมาโลนิกและ กรดเอทิลมาโลนิก โดยกรดอินทรีย

ทั้ งหมดนี้สามารถถูกวิเคราะหไดพรอมๆกันโดยใชซิกฮี ลิกคอลัมน (ZIC HILIC) 

(Sriboonvorakul, Leepipatpiboon et al. 2013)  

             โดยปกติขอมูลทางเคมีวิเคราะห (Analytical data) ที่ไดจากเทคนิคลิควิดโครมาโทก

ราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) เปนขอมูลที่ซับซอนและยากตอการเขาใจ ขอมูลเหลานี้จึง

ตองการเทคนิคเคโมเมทริกซ (Chemometrics) เพื่อทําการจัดระเบียบขอมูลที่ซับซอนใหงายตอ

การแปรผล ซึ่งเทคนิคเคโมเมทริกซ คือเทคนิคที่รวมกันของศาสตรระหวาง คณิตศาสตร

ประยุกต สถิติ และคอมพิวเตอร (Brereton 2009)  ปจจุบันเทคนิคเคโมเมทริกซ นิยมใชและ

เปนที่ยอมรับอยางแพรหลายในการวิเคราะหศึกษาเมทาบอไลท (Metabolomics analysis)  

เพื่อวินิจฉัยหาสาเหตุการเกิดโรค  (Madsen, Lundstedt et al. 2010) 
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- วัตถุประสงค  

 

1. เพื่อศึกษาโปรไฟลของกรดในผูปวยมาลาเรีย (Plasmodium falciparum) ชนิดรุนแรงที่

มีภาวะเลือดเปนกรด โดยการตรวจวัดหาชนิดและปริมาณของกรดอินทรียที่สําคัญใน

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง เปรียบเทียบกับผูปวยมาลาเรียชนิดไมรุนแรง ผูปวยติดเช้ือ

แบคทีเรียและมีภาวะเลือดเปนกรด อาสาสมคัรสุขภาพดี โดยใชเทคนิคนวัตกรรม               

(LC-MS และ Chemometrics)   

2. รวบรวมและประเมินโพรไฟลของกรดที่ไดจากการศึกษาทั้งหมด เพือ่ประเมินเปนดัชน ี

ช้ีวัดที่สัมพนัธกับความรุนแรงหรือการพยากรณโรคของโรคมาลาเรีย 



3. ทําการศึกษานํารองเพื่อวิเคราะหการเปล่ียนแปลงความเขมขนของกรดตอเวลา 

(Preliminary kinetic study) 

 

 

- วิธีทดลอง  

 

1. ขอจริยธรรมการวิจัยในคน และเมื่อไดรับอนุมัติจาก Ethical and Scientific Committee  

จากคณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล เร่ิมดําเนินการเก็บรวมรวมขอมูล

พื้นฐานของตัวอยางทุกกลุมและเก็บขอมูลทางการแพทยที่สําคัญของผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง ชนิดไมรุนแรง และผูปวยที่มีภาวะเลือดเปนกรดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย 

เชน (อายุ, เพศ, ปริมาณ electrolites ในรางกายคน ฯลฯ)  

2. ทําการวิเคราะหกรดอินทรียที่พบใน (pilot study) ทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกติก,      

กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก, กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก, กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก, 

กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก, กรดมาโลนิก, กรดเมทิลมาโลนิกและ กรดเอทิลมาโลนิก 

ในเชิงคุณภาพและปริมาณในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนิด

รุนแรง (n=90) ไมรุนแรง (n=94) ผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียและมีภาวะเลือดเปนนกรด 

(n=19) และอาสาสมัครสุขภาพดี (n=61) โดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ-

แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS)  

3. ทําการพัฒนาวิธีการกล่ันกรองขอมูล (Data Pre-processing) ที่เหมาะสมกบัขอมูลทาง 

เคมีวิเคราะห (Analytical data) ที่ไดจากเทคนิค LC-MS เพื่อทําใหขอมูลที่ไดงายตอ

การแปรผลและอยูในสเกลเดียวกันสามารถเปรียบเทียบกันได 

4. ทําการพัฒนาวิธีทาง Chemometrics เพื่อหา Trend และ outlier ของขอมูลเบ้ืองตน

ดวยเทคนิค Unsupervised pattern recognition โดยพิจารณาขอมูลทางเคมีวิเคราะหที่

ไดรวมกับการคัดเลือกขอมลูทางการแพทยที่สําคญั อีกทั้งสามารถนําโพรไฟลของขอมูล

ทางเคมีวิเคราะห และ/หรือขอมูลทางการแพทยที่สําคัญนี้มาใชในการแยกความ

แตกตางระหวางกลุมผูปวยและคนปกติได และขยายไปสูการแยกกลุมผูปวยชนิดรุนแรง 

ที่มีภาวะแทรกซอนตางๆได    

5. ทําการพัฒนาวิธีทาง Chemometrics เพื่อสราง Prediction models ของโพรไฟลกรด 

อินทรียและ/หรือขอมูลทางการแพทยที่สําคัญ ดวยเทคนิค Supervised pattern 

recognition และทําการทดสอบความเช่ือมั่น (Validation) ของ prediction models เพื่อ

ใชในการวิเคราะหและแบงกลุม unknown samples     

6. ศึกษานํารองเพื่อ วิเคราะหการเปล่ียนแปลงความเขมขนของกรดที่ เวลาตางๆ 

(Preliminary kinetic study) ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง 

 

 



- แผนการดําเนินงาน 

 

เดือนที ่1-6    

1. ขอจริยธรรมการวิจยัในคน และเมื่อไดรับอนมุัตจิาก Ethical and Scientific Committee  

จากคณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล แลว 

2. ดําเนินการเก็บรวมรวมขอมูลพืน้ฐานของตัวอยางทุกกลุมและเก็บขอมูลทางการแพทยที่

สําคัญของผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง ชนิดไมรุนแรง และผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ี

ภาวะเลือดเปนกรด เชน (อาย,ุ เพศ, ปริมาณ electrolites ในรางกายคน ฯลฯ)  

3. เร่ิมทําการวิเคราะหกรดอนิทรีย ทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกตกิ,กรดแอลฟาไฮดรอก

ซีบิวทิลิก, กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก, กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก, กรดพไีฮดรอกซฟี

นิลแลกติก, กรดมาโลนิก, กรดเมทิลมาโลนกิและ กรดเอทิลมาโลนกิ ในเชิงคุณภาพและ

ปริมาณในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง ไมรุนแรง 

ผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ีภาวะเลือดเปนกรด และอาสาสมัครสขุภาพดี โดยใชเทคนิค

ลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) ที่พัฒนาและทดสอบความเช่ือมั่น

ของวิธีการแลว  

 

 

เดือนที ่7-12 

1. ทําการวิเคราะหกรดอินทรีย ทั้ง 8 ชนิด ไดแก กรดแอลแลกติก (LA),                                     

กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพไีฮดรอกซฟีนิลแลกติก (pHPLA), กรดมาโลนกิ 

(MA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทลิมาโลนิก (EMA) ในเชิงคุณภาพและ

ปริมาณในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง ไมรุนแรง 

ผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ีภาวะเลือดเปนกรด และอาสาสมัครสขุภาพดี โดยใชเทคนิค

ลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS) ที่พัฒนาและทดสอบความเช่ือมั่น

ของวิธีการแลว  

2. ทําการศึกษานํารองเพื่อวิเคราะหหาการเปล่ียนแปลงความเขมขนของกรดตอเวลา 

(Preliminary kinetic study) 

 

เดือนที ่13-18 

1. ทําการพัฒนาวิธีการกล่ันกรองขอมลู (Data Pre-processing) ที่เหมาะสมกับขอมูลทาง 

เคมีวิเคราะห (Analytical data) ที่ไดจากเทคนคิ LC-MS เพื่อทําใหขอมูลที่ไดงายตอ

การแปรผลและอยูในสเกลเดียวกนัสามารถเปรียบเทียบกันได 

2. ทําการพัฒนาวิธีทาง Chemometrics เพื่อหา Trend และ outlier ของขอมูลเบ้ืองตน

ดวยเทคนิค Unsupervised pattern recognition โดยพิจารณาขอมูลทางเคมีวิเคราะหที่



ไดรวมกับการคดัเลือกขอมูลทางการแพทยที่สาํคัญ อกีทั้งสามารถนําโพรไฟลของขอมูล

ทางเคมีวิเคราะห และ/หรือขอมูลทางการแพทยที่สําคัญนี้มาใชในการแยกความ

แตกตางระหวางกลุมผูปวยและคนปกตไิด และขยายไปสูการแยกกลุมผูปวยชนิดรุนแรง

ที่มีภาวะแทรกซอนที่สําคัญตางๆได 

3. ทําการพัฒนาวิธีทาง Chemometrics เพื่อสราง Prediction models ของโพรไฟลกรด 

อินทรียและ/หรือขอมูลทางการแพทยที่สําคัญ ดวยเทคนิค Supervised pattern 

recognition และทําการทดสอบความเช่ือมัน่ (Validation) ของ prediction models เพื่อ

ใชในการวิเคราะหและแบงกลุม unknown samples     

 

 

เดือนที ่19-24  

1. ทําการประเมนิผลของ pattern ของโพรไฟลของขอมูลกรดและขอมูลทางการแพทยที่

สําคัญและใชแยกความแตกตางระหวางกลุมผูปวยมาลาเรียและคนปกติได และขยาย

ไปสูการแยกกลุมผูปวยชนดิรุนแรงที่มภีาวะแทรกซอนที่สําคัญตางๆ  

2. วิเคราะหผลการทดลองที่ได เขียน paper เปน first author และไดรับการตพีิมพใน

วารสารระดับนานาชาติ Malaria Journal ในช่ือเร่ือง Acidosis and acute kidney 

injury in severe malaria (Impact Factor 2016 = 2.71) 

 

 

3. ผลการทดลอง  

 

 ผลการทดลองพบวา ในตัวอยางปสสาวะสามารถตรวจวัดปริมาณความเขมขนกรดได                   

7 ชนิดไดแก กรดแอลแลกตกิ (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคี

โตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพไีฮดรอกซีฟนิลแลกตกิ 

(pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนกิ (EMA) 

และ ในตัวอยางพลาสมาสามารถตรวจวัดปริมาณความเขมขนกรดได 4 ชนิดไดแก 

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA)  

 

 ตารางที่1 (ภาคผนวก) แสดงผลการเปรียบเทยีบขอมูลทางการแพทยที่สําคัญและ

ความเขมขนกรดที่ตรวจวัดดวยเทคนคิลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี ในตัวอยาง

พลาสมาและปสสาวะของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง 

(Uncomplicated Malaria) และผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และ

อาสาสมัครสุขภาพด ี(Healthy)   



Sriboonvorakul N, Ghose A, Hassan MMU, Hossain MA, Faiz MA, Pukrittayakamee 

S, Chotivanich K, Sukthana Y, Leopold SJ, Plewes K, et al: Acidosis and acute 

kidney injury in severe malaria. Malaria Journal 2018, 17:128 

 

 ผลการทดลองจากตารางที่ 1 พบวา คาความเขมขนของกรดแอลแลกติก (LA), กรด

แอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอก

ซีฟนิลแลกตกิ (pHPLA) ในกลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) มีคาสูงกวา

ในกลุมผูปวยมาลาเรียชนดิไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

ในตัวอยางพลาสมา และคาความเขมขนของกรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซี

บิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), 

กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกตกิ (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนกิ 

(EMA) ในกลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) มีคาสูงกวาในกลุมผูปวย

มาลาเรียชนดิไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) อยางมีนัยสาํคัญทางสถิติในตัวอยาง

ปสสาวะ ในขณะที่เฉพาะกรดแอลแลกตกิ (LA) ในตัวอยางพลาสมาจากกลุมผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง (Severe Malaria) มีคาสงูกวากลุมผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ีภาวะเลือดเปน

กรด (Sepsis) อยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ  

 

 เพื่อพจิารณากรดทกุชนิดพรอมกันและสรางโปรไฟลความเขมขนของกรดทกุชนิดและ

ประเมินโปรไฟลความเขมขนของกรดดวยวิธีทาง Chemometrics ในการศึกษานี้ใชเทคนคิ 

Principal Component Analysis และไดผลการทดลอง Principal Component Analysis 

(PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนดิ กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซี

บิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก 

(pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา 4 กลุม ไดแก ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) 

ชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) ผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียที่มภีาวะเลือดเปนกรด 

(Sepsis) และอาสาสมคัรสขุภาพดี (Healthy) ไดผลการทดลองดังรูปที ่1    
 

 รูปที่ 1 (ภาคผนวก) แสดงผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟล

ความเขมขนกรด 4 ชนดิ กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), 

กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) ในตัวอยาง

พลาสมาทั้ง 4 กลุม ไดแก ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง 

(Uncomplicated Malaria) ผูปวยติดเช้ือแบคทเีรียที่มีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และ

อาสาสมัครสุขภาพด ี(Healthy)  

 



 ผลการทดลองจากรูปที่ 1 (ภาคผนวก) พบวาสามารถใชโปรไฟลความเขมขนกรดทั้ง 4 

ชนิด แยกกลุมอาสาสมัครสุขภาพด ี(Healthy)  ออกจากผูปวยไดทุกกลุม 

และคา Loading factor ของกรด ทั้ง 4 ชนิด (LA = 0.52, aHBA = 0.55, bHBA = 0.48 

และ pHPLA = 0.50) มีคาใกลเคียงกันมากจึงสามารถนําโปรไฟลความเขมขนของกรดทั้ง 4 

ชนิด มาพิจารณา เปน Potential Contributors ได  

 

 ขณะที่ผลการทดลอง Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขน

กรด 7 ชนิด กรดแอลแลกตกิ (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคี

โตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพไีฮดรอกซีฟนิลแลกตกิ 

(pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนกิ (EMA) จากตัวอยางปสสาวะ

ทั้ง 4 กลุม ไดแก ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง 

(Uncomplicated Malaria) ผูปวยติดเช้ือแบคทเีรียที่มีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และ

อาสาสมัครสุขภาพด ี(Healthy) พบวาไมสามารถใชโปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิดนี้  

แยกกลุมอาสาสมคัรสุขภาพดี (Healthy) ออกจากกลุมผูปวยได 

 

 จากนัน้ทําการศึกษาความสมัพันธของการแสดงออกที่สําคัญ (major manifestation)                  

ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีภาวะไตวายเฉยีบพลัน (Acute kidney 

injury) และ ภาวะโคมา (Coma) รวมกับโปรไฟลความเขมขนของกรดโดยใชวิธีทาง                 

เคโมเมทริกซ (Chemometrics) ในการศึกษานีใ้ชเทคนิค Principal Component Analysis 

เปน (Unsupervised recognition) และ Partial Least Square Discriminant Analysis เปน 

(Supervised recognition) ผลการทดลองแสดงในตารางที ่2 และรูปที่ 2       

 

 ตารางที่ 2 (ภาคผนวก) แสดงผลการเปรียบเทียบความเขมขนกรดที่ตรวจวัดไดใน

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute 

kidney injury)  ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะ  

 

 ผลการทดลองจากตารางที่ 2 พบวา ในตัวอยางพลาสมาคาความเขมขนของ                         

กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกตกิ (pHPLA) และกรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA) ในกลุม

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีภาวะไตวายเฉยีบพลัน (Acute kidney 

injury) มีคาสูงกวากลุมผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง ที่ไมมีภาวะไตวายเฉยีบพลัน อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ และในตัวอยางปสสาวะ เฉพาะคาความเขมขนของกรดพไีฮดรอกซีฟนิล

แลกติก (pHPLA) ในกลุมผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีภาวะไตวาย

เฉียบพลัน (Acute kidney injury) มีคาสูงกวากลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง ทีไ่มมีภาวะไต

วายเฉียบพลัน อยางมีนัยสาํคัญทางสถิต ิ

 



 รูปที่ 2 (ภาคผนวก) แสดงผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟล

ความเขมขนกรด 4 ชนดิ กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), 

กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) จากตัวอยาง

พลาสมา (a) และ โปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮ

ดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิล

มาโลนิก (EMA) จากตัวอยางปสสาวะ (b) ในผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) 

ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury)  

Sriboonvorakul N, Ghose A, Hassan MMU, Hossain MA, Faiz MA, Pukrittayakamee 

S, Chotivanich K, Sukthana Y, Leopold SJ, Plewes K, et al: Acidosis and acute 

kidney injury in severe malaria. Malaria Journal 2018, 17:128 

 

 จากผลการทดลองรูปที่ 2 พบวา สามารถใชโปรไฟลความเขมขนของกรดแยกกลุม

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute 

kidney injury)  ออกจากกนัได ทั้งในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะ โดยในตัวอยางพลาสมา 

กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกตกิ (pHPLA) เปนดัชนีสําคัญที่ทําใหเกิดการแยกกลุมได ขณะที่ใน

ตัวอยางปสสาวะ กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA), กรดแอลแลกติก (LA), กรดเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA) และกรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA) ทั้ง 4 ชนดิ เปนดัชนี

สําคัญที่ทาํใหเกิดการแยกกลุมได และคา Loading factor ของกรดพไีฮดรอกซีฟนิลแลกติก 

ในตัวอยางพลาสมา (pHPLA = 0.92) และในตัวอยางปสสาวะคา Loading factor ของกรด

ทั้ง 4 ชนิดคือ (pHPLA = 0.36, LA = 0.11, bHBA = 0.00 และ aKGA = 0.24) 

 

 ตารางที่ 3 (ภาคผนวก) แสดงผล Predictive Model จากเทคนิค Partial Least 

Square Discriminant Analysis (PLSDA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนิด กรดแอ

ลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา (a)  

และ โปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก 

(aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรด

พีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนิก 

(EMA) จากตัวอยางปสสาวะ (b)  

ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉยีบพลัน (Acute 

kidney injury) 

 



 จากผลการทดลองตารางที่ 3 พบวา คา Recognition Ability ของกลุมผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury) ใน

ตัวอยางพลาสมาจาก Predictive Model (PLSDA) คือ 92.3% และในตัวอยางปสสาวะคือ 

 99.4 % ทั้งสอง PLSDA model ไดผานการ Validation ดวยเทคนคิ Leave-one-out 

cross validation และใหผลคา Recognition Ability เหมือนกัน    

 

 ผลการศึกษาในผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมภีาวะโคมา 

(Coma) นั้น ไมสามารถใชโปรไฟลความเขมขนของกรดแยกกลุมผูปวยออกจากได      

 

 ผลการทดลองทําการศึกษานาํรองเพื่อวิเคราะหกรดอนิทรีย เพื่อหาการเปล่ียนแปลง

ความเขมขนของกรดตอเวลา (Preliminary kinetic study) ความเขมขนกรด 4 ชนิด             

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) ในตัวอยางพลาสมาจากผูปวยมาลาเรีย

ชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ขั้นตน พบการเปล่ียนแปลงความเขมขนเพยีงเล็กนอยตอ

เวลา อาจเนื่องจากจาํนวนตัวอยางนอยที่เลือกมาศึกษาเบ้ืองตน ซึ่งผูวิจัยมีแผนการจะ

ทําการศึกษาจลศาสตรตอไปในอนาคต โดยเฉพาะกรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) 

ซึ่งมีความสําคัญและเปนดัชนทีี่สามารถใชในการแยกกลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง 

(Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury) ออกจากกนัได  

 

 

4. สรุปและวจิารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

 

 จากผลการทดลองของการศึกษาในโครงการวิจยันี้ พบวาในกลุมผูปวยมาลาเรียชนิด

รุนแรง (Severe Malaria) สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณความเขมขนไดสูงกวากลุม

ผูปวยมาลาเรียชนดิไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) และกลุมอาสาสมคัรสุขภาพด ี

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากกรดกรดแอลแลกติก (LA) แลวยังมีกรดแอลฟาไฮดรอกซี

บิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก 

(pHPLA) สูงขึ้นในตัวอยางพลาสมา และกรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรด

แอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิล

แลกติก (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนกิ (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนิก (EMA) สูงขึ้นใน

ตัวอยางปสสาวะ  

 

 ผลการทดลองจากการศึกษาเพิ่มเตมิความสมัพันธระหวางโปรไฟลความเขมขนของ

กรดชนิดตางๆ และความเกีย่วของกับอวัยวะเฉพาะที่ พบวามคีวามสมัพนัธกับภาวะไตวาย

เฉียบพลัน (Acute kidney injury) โดยในผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรงทีม่ีภาวะไตวาย



เฉียบพลัน จะตรวจวัดความเขมขนของกรดแอลแลกติก (LA) กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA) และกรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก (pHPLA) 3 ชนิดนี้ ไดสูงกวาผูปวยมาลาเรียชนิด

รุนแรงที่ไมมีภาวะไตวายเฉยีบพลัน  

 

 ผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรดในตัวอยาง

พลาสมาและปสสาวะพบวากรดพีไฮดรอกซฟีนลิแลกติก (pHPLA) เปนดัชนีสําคัญที่ใชใน

การแยกกลุมผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรงที่มีและไมมภีาวะไตวายเฉียบพลัน ออกจากกันได 

ซึ่งผลที่ไดจาก Predictive Model เทคนิค Partial Least Square Discriminant Analysis 

(PLSDA) ไดชวยยนืยันผล PCA ดวยเชนกนั  

 

 จากผลการทดลองทั้งหมดในการศึกษานี้ สรุปไดวา กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก 

(pHPLA) นี้ นอกจากจะเปน biomarker ของภาวะไตวายเฉยีบพลัน ยังสามารถกอใหเกิด  

ความผิดปกติของไต ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ซึ่งการศึกษาถึง

แหลงกําเนดิของกรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) ในโรคมาลาเรียชนดิรุนแรงจากเช้ือ 

falciparum และกลไกการทาํใหเกดิผิดปกตขิองไตเนื่องจากกรดนี ้เปนประเด็นทีน่าสนใจ

และทําการศึกษาเพิ่มเตมิตอไปในอนาคต   

 

  

5. ภาคผนวก  

 

5.1 ตารางที่ 1 แสดงขอมูลทางการแพทยทีส่ําคัญของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe 

Malaria) ชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) และผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียที่มภีาวะ

เลือดเปนกรด (Sepsis) และอาสาสมคัรสุขภาพดี (Healthy)  และความเขมขนกรดที่

ตรวจวัดดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี 

 

5.2 รูปที่ 1 แสดงผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด       

4 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดร

อกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก (pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา 4 

กลุม ไดแก ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง 

(Uncomplicated Malaria) ผูปวยติดเช้ือแบคทเีรียที่มีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และ

อาสาสมัครสุขภาพด ี(Healthy)  

 

5.3 ตารางที่ 2 แสดงการเปรียบเทียบความเขมขนกรดที่ตรวจวัดไดในผูปวยมาลาเรียชนดิ

รุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมภีาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury)  

ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะ 



 

5.4 รูปที่ 2 แสดงผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด       

4 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดร

อกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก (pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา 

(a) และ โปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซี

บิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก 

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรด

เอทิลมาโลนกิ (EMA) จากตัวอยางปสสาวะ (b) ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe 

Malaria) ที่มีและไมมภีาวะไตวายเฉยีบพลัน (Acute kidney injury) 

      

5.5 ตารางที่ 3 แสดงผล Partial Least Square Discriminant Analysis 

ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิ

ลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก 

(pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา (a) และ โปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด                              

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก 

(aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกติก 

(pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนกิ (EMA) จากตัวอยาง

ปสสาวะ (b) ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมภีาวะไตวาย

เฉียบพลัน (Acute kidney injury) 
 

5.6 รางวัลชมเชย poster ดีเดน งานประชุมวิชาการนานาชาติ “44
th
 International 

Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and Related 

Techniques” ณ เมือง ซานฟรานซิสโก ประเทศ สหรัฐอเมริกา 

 

     5.6 ผลงานวิจัย หัวเร่ือง “Acidosis and acute kidney injury in severe malaria”  

           ตีพิมพในวารสารนานาชาต ิMalaria Journal ในป 2018 

 

 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรบัทุนจาก สกว.  

 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ(ระบุช่ือผูแตง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ป 

เลมที่ เลขที่ และหนา) หรือผลงานตามที่คาดไวในสัญญาโครงการ 

 

               ผลงานวิจัยผูแตง Natthida Sriboonvorakul, Aniruddha Ghose, M. Mahtab   

              Uddin Hassan, Md. Amir Hossain, M. Abul Faiz, Sasithon Pukrittayakamee,  



              Kesinee Chotivanich, Yaowalark Sukthana, Stije J. Leopold, Katherine  

              Plewes, Nicholas P. J. Day, Nicholas J. White, Joel Tarning and  

              Arjen M. Dondorp* 

              ช่ือเร่ือง Acidosis and acute kidney injury in severe malaria 

              ช่ือวารสาร  Malaria Journal 

              ป เลมที่ เลขที่ และหนา  (2018) 17:128 หนา 1-8 

 

 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 

ในเชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวิจยัใหม) 
 

 

 

3. อื่นๆ (เชน ผลงานตีพมิพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ หนงัสือ การจดสิทธิบัตร) 

 

     สวนหนึ่งของผลการศึกษาในโครงการวิจัยนี้ ไดนําไปเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ ระดับนานาชาติ แบบโปสเตอร และไดรับรางวัลชมเชย poster ดีเดน ในงาน

ประชุมวิชาการนานาชาติ “44
th
 International Symposium on High Performance 

Liquid Phase Separations and Related Techniques” ณ เมือง ซานฟรานซสิโก 

ประเทศ สหรัฐอเมริกา 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที ่1 แสดงขอมูลทางการแพทยท่ีสําคัญของผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria) และผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียท่ีมีภาวะเลือด                        

              เปนกรด (Sepsis) และอาสาสมัครสุขภาพดี (Healthy)  และความเขมขนกรดท่ีตรวจวัดดวยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี 
 
Characteristics Severe malaria  

N=90 
Uncomplicated malaria 
N=94 

Sepsis  
N=19 

Healthy  
N=61d 

P value*1 

Male, n (%) 63 (70 %) 74 (79 %) 9 (47%) 
 

0.009 
Age (yr)  32 (25-45) 29 (21-45) 35 (25-48) 

 
0.205 

Glasgow Coma Scale score 10 (8-14) 15 (15-15) 14 (8-15) 
 

< 0.001 
GCS score <11, n (%) 59/90 (66 %)  0 (0 %) 6/19 (32 %) 

  Parasitaemia (count/μl) 41,929 (26,191-67,127) 10,287 (5,959-17,758) 
  

< 0.001 
PfHRP2 (ng/ml) 1,740 (1,333-2,272) 240.3 (167.8-344.1) 

  
< 0.001 

Total bilirubin (mg/dl) 2.8 (2.3–3.5, 0.2–44.2) 1.1 (0.9–1.4, 0.2–28.3) 0.94 (0.59-1.49) 
 

< 0.001 
Creatinine (mg/dl) 1.48 (1.34-1.65) 0.95 (0.89-1.01) 1.68 (1.25-2.26) 

 
< 0.001 

Acute kidney injury (creatinine >3 
mg/dl) 13/90 (14 %) 0/94 (0 %) 4/19 (21%) 

  Plasma concentration (μ mol/L)a 
     LA 4,587 (4028-5223) 2,246 (2080-2426) 2,849 (2148-3779) 1,111 (1088-1133) < 0.001 

aHBA 118.7 (106-133) 63.07 (56.58-70.3) 107.7 (86.2-134.6) 22.18 (21.19-23.21) < 0.001 

bHBA 139.0 (126.1-153.1) 101.9 (91.28-113.7) 
247.9 (160.4-
383.2) 71.37 (69.43-73.37) < 0.001 

pHPLA 9.73 (8.51-11.11) 5.85 (5.57-6.15) 8.24 (6.97-9.73) 1.06 (0.99-1.14) < 0.001 
Corrected urine concentrations  

     (μ mol/mmol CrCl)b 
     LA 9.94 (7.54-13.09) 2.85 (2.32-3.49) 13.82 (4.76-40.1) 

 
< 0.001 

aHBA 0.95 (0.73-1.25) 0.63 (0.51-0.78) 1.07 (0.55-2.09) 
 

0.063 
bHBA 2.56 (2.17-3.03) 1.88 (1.57-2.26) 4.61 (2.13-9.96) 

 
0.003 

pHPLA 1.42 (1.09-1.86) 0.48 (0.34-0.66) 0.83 (0.30-2.29) 
 

< 0.001 
MMA 0.14 (0.12-0.17) 0.23 (0.19-0.28) 0.15 (0.11-0.22) 

 
< 0.001 

EMA 0.21 (0.17-0.25) 0.34 (0.27-0.43) 0.32 (0.21-0.48) 
 

0.005 
aKGA 2.44 (2.09-2.85) 2.16 (1.89-2.47) 4.31 (2.77-6.70) 

 
< 0.001 



 
 
 

     Characteristics Severe malaria  
N=90 

Uncomplicated malaria 
N=94 

Sepsis  
N=19 

Healthy  
N=61d 

P value*1 

Urine concentrations (μ mol/L)c      

LA 560.0 (436.3-718.7) 166.8 (140.0-198.7) 
370.7 (196.7-
698.7) 247.6 (221.1-277.2) < 0.001 

aHBA 56.58 (44.39-72.12) 35.97 (29.98-43.16) 
35.44 (23.43-
53.59) 90.71 (80.0-102.8) < 0.001 

bHBA 159.4 (142.2-178.7)) 127.0 (114.4-140.9) 
252.3 (168.7-
377.3) 122.1 (115.3-129.2) 0.007 

pHPLA 74.98 (60.85-92.40) 26.31 (20.73-33.40) 
28.57 (17.75-
45.97) 21.76 (16.29-29.08) < 0.001 

MMA 10.19 (8.51-12.20) 13.32 (11.20-15.84) 6.99 (4.53-10.79) 24.25 (20.79-28.28) < 0.001 
EMA 13.22 (10.63-16.45) 19.70 (15.83-24.52) 11.79 (7.51-18.53) 45.34 (36.54-56.26) < 0.001 

aKGA 218.0 (201.5-235.9) 220.8 (201.9-241.4)) 
250.1 (190.8-
327.8) UD < 0.001 

 

 

 

 

                                                         
1*Values are geometric mean (95% CI), except * median (IQR) 
aFor all plasma specimens, EMA, MMA, α-KGA were assayed but undetectable 
bUrine creatinine-adjusted concentrations were corrected as described in the Methods section 
cActual urine concentrations 
dFor healthy participants, clinical parameters and creatinine values were not available 



pHPLA LA

aHBA

bHBA

 
 

รูปที่ 1  ผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนิด  

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก   

(bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา 4 กลุม ไดแก                    

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ชนิดไมรุนแรง (Uncomplicated Malaria)  

ผูปวยติดเช้ือแบคทีเรียทีม่ีภาวะเลือดเปนกรด (Sepsis) และอาสาสมัครสขุภาพด ี(Healthy) 



ตารางที่ 2 แสดงการเปรียบเทียบความเขมขนกรดที่ตรวจวัดไดในผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria)   

  ที่มีและไมมภีาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury)  ในตัวอยางพลาสมาและปสสาวะ 
 

Characteristics  Severe malaria  Severe malaria P value* 

 with AKI (N=13)  without AKI (N=77)  

 Plasma concentration 

(μ mol/L)a    

  LA 6,406 (4,816-8,520) 4,335 (3,760-4,998) 0.066 

 αHBA 142 (107-188) 115 (102-131) 0.348 

 βHBA 178 (133-238) 133 (120-148) 0.043 

 pHPLA 33.8 (22.5-50.7) 7.88 (7.36-8.45) < 0.001 

  

Urine creatinine adjusted 

concentrations     

 (μ mol/mmol CrCl)b    

 LA 50.7 (30.4-84.5) 7.55 (5.78-9.86) < 0.001 

 αHBA 1.33 (0.86-2.06) 0.90 (0.66-1.22) 0.577 

 βHBA 5.94 (4.52-7.80) 2.22 (1.87-2.64) < 0.001 

 pHPLA 8.80 (6.17-12.5) 1.04 (0.82-1.33) < 0.001 

 MMA 0.11 (0.07-0.17) 0.15 (0.12-0.18) 0.245 

 EMA 0.16 (0.09-0.25) 0.22 (0.18-0.27) 0.232 

 αKGA 7.29 (6.28-8.46) 2.03 (1.76-2.33) < 0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    



Characteristics Severe malaria  Severe malaria P value*2 

 with AKI (N=13)  without AKI (N=77)  

Urine concentrations 

(μ mol/L)c 

 LA 800 (451-1420) 527 (400-696) 0.871 

 αHBA 21.0 (13.7-32.3) 67.0 (51.8-86.8) 0.019 

 βHBA 101 (86.0-120) 172 (152-194) 0.012 

 pHPLA 139 (102-189) 67.6 (53.6-85.2) 0.019 

 MMA 3.21 (2.59-3.98) 11.2 (9.38-13.4) 0.032 

 EMA 3.58 (2.42-5.30) 15.4 (12.4-19.1) 0.049 

 αKGA 242 (213-275) 218 (201-237) 0.197 

 

                                                         
2*Values are geometric mean (95% CI), except * median (IQR) 
aFor all plasma specimens, EMA, MMA, α-KGA were assayed but undetectable 
bUrine creatinine-adjusted concentrations were corrected as described in the Methods section 
cActual urine concentrations 



 

 
 

 

รูปที่ 2 แสดงผล Principal Component Analysis (PCA) ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนิด  กรดแอลแลกติก 

(LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก 

(pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา (a) และ โปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮ

ดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอก

ซีฟนิลแลกตกิ (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนกิ (MMA) และ กรดเอทิลมาโลนิก (EMA) จากตัวอยางปสสาวะ (b) ใน

ผูปวยมาลาเรียชนดิรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury) 
 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

ตารางที่ 3 (a)  แสดงผล Partial Least Square Discriminant Analysis ของโปรไฟลความเขมขนกรด 4 ชนิด 

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA),                                  

กรดพีไฮดรอกซฟีนิลแลกตกิ (pHPLA) จากตัวอยางพลาสมา ในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มี

และไมมภีาวะไตวายเฉียบพลัน (Acute kidney injury) 
 

 

  

Predicted sample groups 

  

Severe malaria with 

AKI 
Severe malaria without AKI 

Correct 

classification 

(%) 

Original data set 
Severe malaria 

with AKI 
11 2 84.6 

 

Severe malaria 

without AKI 
0 77 100 

 

Recognition 

ability (%)   
92.3 

Cross-validation 
Severe malaria 

with AKI 
11 2 84.6 

 

Severe malaria 

without AKI 
0 77 100 

 

Predictive ability 

(%) 
  92.3 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ตารางที่ 3 (b) แสดงผล Partial Least Square Discriminant Analysis ของโปรไฟลความเขมขนกรด 7 ชนิด                              

กรดแอลแลกติก (LA), กรดแอลฟาไฮดรอกซีบิวทิลิก (aHBA), กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (aKGA),                                 

กรดเบตาไฮดรอกซีบิวทิวลิก (bHBA), กรดพีไฮดรอกซีฟนิลแลกติก (pHPLA), กรดเมทิลมาโลนิก (MMA) และ 

กรดเอทิลมาโลนิก (EMA) จากตัวอยางปสสาวะในผูปวยมาลาเรียชนิดรุนแรง (Severe Malaria) ที่มีและไมมีภาวะ

ไตวายเฉยีบพลัน (Acute kidney injury) 
 

 

 

 

  Predicted sample groups  

    

Severe malaria with 

AKI  

Severe malaria without 

AKI  

 Correct 

classification 

(%) 

 Original data set Severe malaria with AKI  13 0 100 

 

Severe malaria without 

AKI  1 76 98.7 

  Recognition ability (%)     99.4 

Cross-validation  Severe malaria with AKI  13 0 100 

 

Severe malaria without 

AKI  1 76 98.7 

  Predictive ability (%)     99.4 
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Acidosis and acute kidney injury in severe 
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Abstract 

Background:  In severe falciparum malaria metabolic acidosis and acute kidney injury (AKI) are independent predic-
tors of a fatal outcome in all age groups. The relationship between plasma acids, urine acids and renal function was 
investigated in adult patients with acute falciparum malaria.

Methods:  Plasma and urinary acids which previously showed increased concentrations in proportion to disease 
severity in patients with severe falciparum malaria were quantified. Patients with uncomplicated malaria, sepsis and 
healthy volunteers served as comparator groups. Multiple regression and multivariate analysis were used to assess the 
relationship between organic acid concentrations and clinical syndromes, in particular AKI.

Results:  Patients with severe malaria (n = 90), uncomplicated malaria (n = 94), non-malaria sepsis (n = 19), and 
healthy volunteers (n = 61) were included. Univariate analysis showed that both plasma and creatinine-adjusted urine 
concentrations of p-hydroxyphenyllactic acid (pHPLA) were higher in severe malaria patients with AKI (p < 0.001). Mul-
tiple regression analysis, including plasma or creatinine-adjusted urinary acids, and PfHRP2 as parasite biomass marker 
as independent variables, showed that pHPLA was independently associated with plasma creatinine (β = 0.827) and 
urine creatinine (β = 0.226). Principal component analysis, including four plasma acids and seven urinary acids sepa-
rated a group of patients with AKI, which was mainly driven by pHPLA concentrations.

Conclusions:  Both plasma and urine concentrations of pHPLA closely correlate with AKI in patients with severe falci-
parum malaria. Further studies will need to assess the potential nephrotoxic properties of pHPLA.

Keywords:  Severe malaria, Acidosis, Acute kidney injury
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Background
Severe malaria caused by Plasmodium falciparum 
remains a major cause of death in the tropics, with an 
estimated 429,000 deaths in 2015 [1]. The major mani-
festations of severe malaria, which independently predict 
fatal outcome in both adults and children, include coma 
(cerebral malaria), acidosis and renal dysfunction [2–5]. 
Coma in cerebral malaria is characterized by an absence 
of localizing neurological signs, and full recovery in most 

adults and the majority of children if patients survive. 
Acidosis in severe malaria is primarily a lactic acidosis, 
resulting from anaerobic glycolysis as a result of micro-
circulatory impairment caused by sequestered para-
sitized red cells. This is compounded by reduced hepatic 
lactate clearance [6]. But lactic acid comprises less than 
half of the acid load, whereas these incompletely charac-
terized additional acids are an independent prognosti-
cator for a fatal outcome [7]. Acute kidney injury (AKI) 
is common in adult severe malaria, and may be under-
recognized in paediatric patients [8, 9]. The pathology of 
AKI is characterized by acute tubular injury, associated 
with an accumulation of parasitized red cells and mono-
nuclear cells in the glomerular and peritubular capillaries 
with a contribution of haem-mediated oxidative damage 
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[10–12]. Metabolic acidosis and AKI are interrelated, 
since renal dysfunction causes accumulation of acids 
normally excreted or metabolized by the kidney. Indeed, 
in severe malaria plasma creatinine is an independent 
predictor of acidosis [6]. The plasma concentration of an 
acid, or other biomarkers of severity may therefore reflect 
either increased production, reduced clearance or both. 
Adjusting the plasma concentration for plasma creatinine 
only corrects for concomitant renal dysfunction if the 
acid or biomarker has similar renal clearance dynamics 
as creatinine, including similar renal filtration, re-absorp-
tion and secretion. For many biomarkers these properties 
have not been assessed.

The current study reports a secondary data analysis on 
plasma and urine organic acids elevated in adult patients 
with falciparum malaria and sepsis [13, 14], and relates 
these to organ failure in severe malaria, in particular AKI.

Methods
Patients and sample collection
Details of the study have been described previously in 
detail [13, 14]. Written informed consent was obtained 
from all participants in the study or from their attend-
ing relative for incapacitated patients. Consecutive adult 
patients with slide-proven severe falciparum malaria 
admitted at Chittagong Medical College Hospital, Chit-
tagong, Bangladesh, were recruited in the study. Preg-
nant women were excluded from the study. In addition, 
a sub-set of Bangladeshi patients with other sepsis syn-
dromes with acidosis and with uncomplicated falciparum 
malaria were included in the study. In addition, a group 
of healthy controls were recruited from the local popu-
lation, screened by a physical exam and basic laboratory 
testing.

Severe malaria was classified by modified World Health 
Organization (WHO) criteria [15]. AKI was defined by a 
plasma creatinine > 265 μmol/l, coma as a Glasgow Coma 
Score (GCS) < 11 and a high parasite biomass by a plasma 
concentration of P. falciparum histidine-rich protein 2 
(PfHRP2) > 1000 ng/ml [16].

Non-malaria sepsis was defined by a blood film nega-
tive for malaria of all species, clinical suspicion of bacte-
rial infection, based on history, examination and, when 
available, complete blood count and other investigations, 
a standard base deficit (SBD) ≥ 3  mEq/l and 2 or more 
of the following four criteria: (1) heart rate > 90 beats 
per minute; (2) respiratory rate > 20 breaths per minute; 
(3) systolic blood pressure < 90 mmHg; and/or, (4) GCS 
score < 15. Recruitment in this study was prior to the 
recently adopted updated criteria for sepsis [17].

Healthy volunteers were screened by microscopy for 
absence of Plasmodium parasites. Ethical approval for 
this observational study was provided by the Chittagong 

Medical College Hospital Ethical Review Committee and 
the Oxford Tropical Research Ethics Committee.

Analytical methods
The analytical method for quantifying organic acids in 
human plasma and urine have been described previously 
[13]. Selection of acids was based on their increased 
plasma and urine concentrations observed in a pilot study 
and included l-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid 
(αHBA), β-hydroxybutyric acid (βHBA) and p-hydroxy-
phenyllactic acid (pHPLA). In addition, methylmalonic 
(MMA), ethylmalonic (EMA) and α-ketoglutaric acids 
(αKGA) were quantified only in urine, because concen-
trations in plasma were lower than the limit of detection 
[13]. Samples were purified initially by high-throughput 
strong anion exchange solid-phase extraction in a 96-well 
plate format. Reconstituted extracts were separated, 
detected and quantified by hydrophilic interaction liq-
uid chromatography (HILC) coupled to negative mass 
spectrometry (MS). The LC–MS method was validated 
according to US Food and Drug Administration guide-
lines [13]. Measured urine concentrations were corrected 
for renal function by adjusting for urine and plasma cre-
atinine concentrations, as described previously [18] 

Peripheral blood parasitaemia was assessed by micros-
copy from peripheral blood slides stained according 
to Field’s method. Plasma PfHRP2 concentration was 
assessed by a commercial sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay kit (ELISA) (Cell Labs, Brookvale, 
Australia), as described previously [19].

Plasma PfHRP2, released by the parasitized red blood 
cell at schizont rupture, is a surrogate measure of the 
total body parasite biomass, which includes the seques-
tered biomass [19].

Statistical methods
Plasma and corrected urine acid concentrations were 
log-normalized. Acid concentrations were compared ini-
tially between disease groups and disease manifestations. 
The four groups (severe malaria, uncomplicated malaria, 
non-malaria sepsis, healthy) were compared by analysis 
of variance (ANOVA). Student’s t test was used where 
only two participant groups were compared. Multiple 
regression models were assessed for plasma and urinary 
acids, PfHRP2 as independent variables, and plasma or 
urinary creatinine as dependent variable. For the multiple 
regression analysis, acid concentrations were log-trans-
formed toward normality before analysis. All variables 
in univariate analysis were initially included in the model 

[A]urine−corrected = [A]urine ×
[Creatinine]plasma

[Creatinine]urine
.



Page 3 of 8Sriboonvorakul et al. Malar J  (2018) 17:128 

then backward stepwise selection was performed, remov-
ing variables with α ≥ 0.05 and using optimal value of 
Akaike’s information criterion (AIC) and Bayesian infor-
mation criterion (BIC) in the model.

Further multivariate statistical analyses relating acid 
concentrations to disease states included principal com-
ponent analysis (PCA) and partial least square discrimi-
nation analysis (PLSDA). PCA analysis was used to 
visualize clustering for specific disease profiles, includ-
ing presence of AKI, coma and parasite biomass. PLSDA 
analysis was then used to create prediction models to 
classify unknown samples.

Analyses were performed with STATA/IC 12.0 soft-
ware (StataCorp, College Station, TX, USA), MATLAB 
version 7.11 software (MathWorks, Natick, MA, USA) 
and GraphPad PRISM® version 5.03 (GraphPad Software 
Inc, CA, USA).

Results
Patient characteristics and univariate analysis
Baseline clinical and laboratory characteristics are sum-
marized in Table  1. The concentrations of plasma and 
corrected urinary LA, αHBA, βHBA, and pHPLA were 
higher in patients with severe malaria compared to 

Table 1  Baseline clinical and laboratory

Values are geometric mean (95% CI), except * median (IQR)
a  For all plasma specimens, EMA, MMA, α-KGA were assayed but undetectable
b  Urine creatinine-adjusted concentrations were corrected as described in the “Methods” section
c  Actual urine concentrations
d  For healthy participants, clinical parameters and creatinine values were not available

Characteristics Severe malaria
N = 90

Uncomplicated malaria N = 94 Sepsis
N = 19

Healthy
N = 61d

p value

Male, n (%) 63 (70%) 74 (79%) 9 (47%) 0.009

Age (year)* 32 (25–45) 29 (21–45) 35 (25–48) 0.205

Glasgow Coma Scale score* 10 (8–14) 15 (15–15) 14 (8–15) < 0.001

GCS score < 11, n (%) 59/90 (66%) 0 (0%) 6/19 (32%)

Parasitaemia (count/μl) 41,929 (26,191–67,127) 10,287 (5959–17,758) < 0.001

PfHRP2 (ng/ml) 1740 (1333–2272) 240.3 (167.8–344.1) < 0.001

Total bilirubin (mg/dl) 2.8 (2.3–3.5, 0.2–44.2) 1.1 (0.9–1.4, 0.2–28.3) 0.94 (0.59–1.49) < 0.001

Creatinine (mg/dl) 1.48 (1.34–1.65) 0.95 (0.89–1.01) 1.68 (1.25–2.26) < 0.001

Acute kidney injury (creati-
nine > 3 mg/dl), n (%)

13/90 (14%) 0/94 (0%) 4/19 (21%)

Plasma concentration (μmol/l)a

 LA 4587 (4028–5223) 2246 (2080–2426) 2849 (2148–3779) 1111 (1088–1133) < 0.001

 aHBA 118.7 (106–133) 63.07 (56.58–70.3) 107.7 (86.2–134.6) 22.18 (21.19–23.21) < 0.001

 bHBA 139.0 (126.1–153.1) 101.9 (91.28–113.7) 247.9 (160.4–383.2) 71.37 (69.43–73.37) < 0.001

 pHPLA 9.73 (8.51–11.11) 5.85 (5.57–6.15) 8.24 (6.97–9.73) 1.06 (0.99–1.14) < 0.001

Corrected urine concentrations (μmol/mmol CrCl)a, b

 LA 9.94 (7.54–13.09) 2.85 (2.32–3.49) 13.82 (4.76–40.1) < 0.001

 aHBA 0.95 (0.73–1.25) 0.63 (0.51–0.78) 1.07 (0.55–2.09) 0.063

 bHBA 2.56 (2.17–3.03) 1.88 (1.57–2.26) 4.61 (2.13–9.96) 0.003

 pHPLA 1.42 (1.09–1.86) 0.48 (0.34–0.66) 0.83 (0.30–2.29) < 0.001

 MMA 0.14 (0.12–0.17) 0.23 (0.19–0.28) 0.15 (0.11–0.22) < 0.001

 EMA 0.21 (0.17–0.25) 0.34 (0.27–0.43) 0.32 (0.21–0.48) 0.005

 aKGA 2.44 (2.09–2.85) 2.16 (1.89–2.47) 4.31 (2.77–6.70) < 0.001

Urine concentrations (μmol/l)c

 LA 560.0 (436.3–718.7) 166.8 (140.0–198.7) 370.7 (196.7–698.7) 247.6 (221.1–277.2) < 0.001

 aHBA 56.58 (44.39–72.12) 35.97 (29.98–43.16) 35.44 (23.43–53.59) 90.71 (80.0–102.8) < 0.001

 bHBA 159.4 (142.2–178.7)) 127.0 (114.4–140.9) 252.3 (168.7–377.3) 122.1 (115.3–129.2) 0.007

 pHPLA 74.98 (60.85–92.40) 26.31 (20.73–33.40) 28.57 (17.75–45.97) 21.76 (16.29–29.08) < 0.001

 MMA 10.19 (8.51–12.20) 13.32 (11.20–15.84) 6.99 (4.53–10.79) 24.25 (20.79–28.28) < 0.001

 EMA 13.22 (10.63–16.45) 19.70 (15.83–24.52) 11.79 (7.51–18.53) 45.34 (36.54–56.26) < 0.001

 aKGA 218.0 (201.5–235.9) 220.8 (201.9–241.4) 250.1 (190.8–327.8) UD < 0.001
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uncomplicated malaria. Creatinine-corrected urinary 
concentrations of LA, αHBA, βHBA, pHPLA, MMA, 
EMA and αKGA were also higher in patients with severe 
compared to uncomplicated malaria.

Plasma and urine acid concentrations in patients with 
severe malaria according to the presence of AKI are sum-
marized in Table  2. In the univariate analysis, plasma 
concentrations of pHPLA and βHBA were higher in 
patients with AKI. Of these acids, only pHPLA concen-
trations were also increased in the urine of patients with 
AKI. When adjusted for urine creatinine concentrations, 
the urine concentrations of LA, βHBA, pHPLA, and 
αKGA were all increased in patients with AKI. In con-
trast, urine concentrations of αHBA, MMA and EMA 
were lower in patients with AKI. Univariate analysis of 
acid profiles according to presence of coma (as GCS<11) 

or high parasite biomass (reflected by elevated plasma 
PfHRP2 concentrations) did not show differences in acid 
concentrations  in patients with or without either syn-
drome (Additional file 1: Table S1a and Table S1b).

The (log) plasma concentrations of pHPLA correlated 
with (log) plasma concentrations of PfHRP2, (r = 0.57, 
p < 0.001). The (log) corrected urine concentration of 
pHPLA also correlated with plasma PfHRP2 (r = 0.38, 
p < 0.001), whereas the unadjusted pHPLA urine concen-
trations did not (r = -0.024, p = 0.835). The (log) plasma 
concentrations of pHPLA also correlated with the (log) 
plasma total bilirubin concentrations (r = 0.46, p < 0.001).

Multiple regression and multivariate analysis
In  patients with severe malaria, applying linear multi-
ple regression models with (log) plasma creatinine as 
dependent variable, including plasma acids (LA, αHBA, 
βHBA, pHPLA) and plasma PfHRP2 as marker for total 
parasite burden as independent variables, plasma pHPLA 
and LA were retained in the model (Additional file  1: 
Table  S2). In the model, pHPLA was associated most 
strongly with plasma creatinine (β = 0.827).

In patients with sepsis, linear regression models with 
(log) plasma creatinine as dependent variable, including 
plasma acids (LA, αHBA, βHBA, pHPLA) as independ-
ent variables (Additional file  1: Table  S3), only the (log) 
plasma pHPLA concentration was correlated with the 
(log) plasma creatinine (r = 0.26, p = 0.007) and plasma 
pHPLA was associated most strongly with plasma cre-
atinine, with β = 0.849, Plasma LA, αHBA and βHBA did 
not show a correlation.

Principal component analysis analysis was performed to 
assess clustering of acids with certain disease manifesta-
tions (presence of AKI, coma and high parasite biomass) 
(Fig.  1 and Additional file  1: Figures  S3–S6). In patients 
with AKI, clear clustering could be observed. PCA analy-
sis including all four acids assessed in plasma separated a 
group of patients with AKI along the PC2 axis (Fig. 1a). 
Related factor loading results for the PC2 component 
were: LA = − 0.15, αHBA = − 0.33, βHBA = − 0.15, and 
pHPLA = 0.92, which shows that the separation was 
mainly driven by the HPLA plasma concentrations. 
When plasma creatinine was included in the PCA analy-
sis, a similar separation was apparent (Additional file  1: 
Figure S1), with factor loading results for the PC2 com-
ponent of − 0.65 for creatinine and − 0.51 for pHPLA. 
PCA analysis including urine concentration of seven 
acids (corrected for creatinine) also showed separation of 
patients with AKI along the PC2 axis (Fig. 1b). The related 
factor loading results for the PC2 component were: 
LA = 0.11, αHBA = − 0.15, βHBA = 0.00, HPLA = 0.36, 
MMA = − 0.63, EMA = − 0.62, and αKGA = 0.24, show-
ing that pHPLA together with LA, βHBA and αKGA were 

Table 2  Plasma and  urine concentrations of  organic acids 
detected in  patients with  severe malaria with  or  without 
acute kidney injury (AKI)

For plasma specimens, undetectable concentrations were treated as half the 
lower limit of detection to allow inclusion in intergroup comparisons. For 
creatinine-corrected urine concentrations, undetectable values were treated 
as half the lowest value calculated from a detectable specimen. Values are 
geometric mean (95% CI)

GCS, Glasgow Coma Scale; geo mean, geometric mean; Hb, haemoglobin; 
PfHRP2, Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2; UD, undetectable; 
LA, lactic acid; HPLA, hydroxyphenyllactic acid; α-HBA, α-hydroxybutyric acid; 
β-HBA, β-hydroxybutyric acid; EMA, ethylmalonic acid; MMA, methylmalonic 
acid; α-KGA, α-ketoglutaric acid; CrCl. creatinine clearance
a  For all plasma specimens, EMA, MMA, α-KGA were assayed but undetectable
b  Urine creatinine-adjusted concentrations were corrected as described in the 
“Methods” section

Characteristics Severe malaria Severe malaria p value
with AKI (N = 13) without AKI (N = 77)

Plasma concentration (μmol/l)a

 LA 6406 (4816–8520) 4335 (3760–4998) 0.066

 αHBA 142 (107–188) 115 (102–131) 0.348

 βHBA 178 (133–238) 133 (120–148) 0.043

 pHPLA 33.8 (22.5–50.7) 7.88 (7.36–8.45) < 0.001

Urine creatinine adjusted concentrations (μmol/mmol CrCl)a, b

 LA 50.7 (30.4–84.5) 7.55 (5.78–9.86) < 0.001

 αHBA 1.33 (0.86–2.06) 0.90 (0.66–1.22) 0.577

 βHBA 5.94 (4.52–7.80) 2.22 (1.87–2.64) < 0.001

 pHPLA 8.80 (6.17–12.5) 1.04 (0.82–1.33) < 0.001

 MMA 0.11 (0.07–0.17) 0.15 (0.12–0.18) 0.245

 EMA 0.16 (0.09–0.25) 0.22 (0.18–0.27) 0.232

 αKGA 7.29 (6.28–8.46) 2.03 (1.76–2.33) < 0.001

 LA 800 (451–1420) 527 (400–696) 0.871

 αHBA 21.0 (13.7–32.3) 67.0 (51.8–86.8) 0.019

 βHBA 101 (86.0–120) 172 (152–194) 0.012

 pHPLA 139 (102–189) 67.6 (53.6–85.2) 0.019

 MMA 3.21 (2.59–3.98) 11.2 (9.38–13.4) 0.032

 EMA 3.58 (2.42–5.30) 15.4 (12.4–19.1) 0.049

 αKGA 242 (213–275) 218 (201–237) 0.197
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the main drivers of the separation. When urinary creati-
nine was included in the PCA analysis, a similar separa-
tion was apparent (Additional file  1: Figure S2). PLSDA 
including plasma and urine acid concentrations, showed a 
high recognition ability for AKI of 92.3% for plasma acids 
and 99.4% for urinary acids. The leave-one-out cross vali-
dation method (LOOCV) showed similar high recogni-
tion ability (Additional file 1: Tables S4a, b).

Discussion
In patients with severe falciparum malaria the concen-
trations of several small organic acids are increased 
compared to patients with uncomplicated malaria and 

healthy controls. Apart from lactic acid, concentrations 
of pHPLA, αHBA and βHBA in plasma and pHPLA, 
αHBA, βHBA, MMA, EMA, and αKGA in urine are all 
elevated [14]. In this secondary analysis the relation-
ships between these acid concentrations and specific 
organ involvement, in particular AKI, were assessed in 
more detail.

Increased concentrations of plasma LA, βHBA and 
pHPLA were observed in severe malaria patients with 
AKI compared to patients without AKI. The main 
source of plasma lactate in severe malaria is from anaer-
obic glycolysis in the human host caused by blockage 
of the microcirculation by sequestered parasitized red 

Fig. 1  a Principal component analysis (PCA) results of plasma concentrations of l-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric 
acid (βHBA), and p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA). The second component (PC2) separates out a group of patients with renal impairment (in 
blue), which is largely driven by the pHPLA plasma concentration (factor loading HPLA = 0.92). b Principal component analysis (PCA) results of 
corrected urine concentrations of l-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid (βHBA) and p-hydroxyphenyllactic acid 
(HPLA), methylmalonic acid (MMA), ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (αKGA). The second component (PC2) separates out a group of 
patients with renal impairment (in blue)
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blood cells and compounded by reduced hepatic clear-
ance [6, 7, 20]. Plasmodium falciparum parasites also 
produce lactate, but this is thought to be a minor con-
tribution to the total lactate concentration [7]. Plasma 
lactate and AKI both have strong prognostic signifi-
cance for death in severe malaria.

Urinary lactate concentrations were also increased 
in severe malaria patients with AKI. In healthy sub-
jects, creatinine has limited tubular re-absorption and 
negligible tubular secretion, whereas lactate is fully 
filtered by the glomerulus [21] and then almost com-
pletely re-absorbed in the proximal tubule [21]. Tubu-
lar re-absorption of lactate might be disturbed in severe 
malaria patients with AKI, characterized by acute 
tubular injury. Increased renal production of lactate is 
another possible contributor, related to the extensive 
sequestration of parasitized red blood cells in renal ves-
sels, shown in post-mortem autopsy studies of severe 
malaria-related AKI [11], whereas the medulla of the 
kidney is already scarcely vascularized.

βHBA is a ketoacid generated from human free fatty 
acid metabolism, which becomes an energy source 
during fasting, dysregulated type I diabetes, and other 
disease states. Patients with severe malaria have usu-
ally been fasting for an extended period, and there is 
a high metabolic demand related to the severe febrile 
illness. As previously shown, plasma concentrations 
of βHBA are elevated in severe falciparum malaria, 
provided ketogenesis has not been suppressed by qui-
nine-induced insulin secretion, and correlate well with 
plasma creatinine concentrations (r = 0.68, p = 0.001) 
[14, 22–24].

Ketogenesis can also occur in the kidney, which 
might contribute to the increased urine concentrations 
of βHBA adjusted for plasma and urinary creatinine 
concentrations.

In the present study, an increase in both plasma and 
urinary concentrations of pHPLA in patients with severe 
malaria was shown, strongly correlating with the pres-
ence of AKI. This indicates that pHPLA production is 
increased in these patients, although reduced hepatic 
clearance could also have contributed. The renal handling 
of pHPLA has not been well characterized, so it can-
not be excluded that the increased urine concentrations 
are explained by reduced renal tubular re-absorption of 
glomerular-filtered pHPLA. Local renal production of 
pHPLA is an alternative explanation. pHPLA is derived 
from p-hydroxyphenylpyruvic (pHPPA) acid and a 
product in the phenylalanine and tyrosine pathways. 
Plasma phenylalanine (an indirect precursor of pHPPA) 
has shown to be increased in adult patients with severe 
malaria [25]. Both the human host and P. falciparum pro-
duce pHPLA (Human Metabolome Database (HMDB) 

[26]. The human gut flora produces the d-isomer of 
pHPLA, and is thus another potential source. The LC–
MS method used in the current study cannot distin-
guish between d and l-form isomers. Plasma PfHRP2 
and pHPLA concentrations were correlated and  might 
suggest P. falciparum as a potential source of pHPLA in 
patients with severe malaria. However, a positive corre-
lation with PfHRP2 may also reflect increased seques-
tration in the gut microvasculature, causing increased 
translocation of gut microbioma and their products.

In the PCA analysis, pHPLA was a strong driver for 
clustering on the PC2 axis patients with AKI, which was 
confirmed by PLSDA analysis. pHPLA remained a sig-
nificant driver separating the patients with AKI, even 
when creatinine was added as a variable in the PCA 
analysis. The results suggest that pHPLA is not merely 
a biomarker for AKI, but also could contribute to renal 
dysfunction in patients with severe falciparum malaria. 
The pathogenesis of AKI in severe malaria is multifacto-
rial. Free haemoglobin associated oxidative damage to 
the renal tubules is thought to be an important contribu-
tor [10]. In a large autopsy series, microvascular seques-
tration of parasitized red blood cells in the peritubular 
capillaries is observed, which could impair the already 
vulnerable circulation of the renal medulla. Locally par-
asite-produced pHPLA could be an additional contribu-
tor to renal tubular injury. In patients with tyrosinemia, 
pHPLA accumulates, and renal tubular damage is com-
mon in this disease [27]. In addition, pHPLA has been 
implicated as a cause of tubular damage in Fanconi syn-
drome, although alternative mechanisms have also been 
proposed [28]. Assessment of the sources of pHPLA in 
severe falciparum malaria, and its contribution to renal 
damage will need further investigation, including ani-
mal studies, metabolomic studies in P. falciparum, and 
detailed kinetic studies in patients, distinguishing the l- 
and d-isomers of pHPLA.

Limitations of the study include the focus on a limited 
number of acids selected by the column used for extrac-
tion. Although during the development phase several 
columns were compared [13], it cannot be excluded that 
additional contributing small organic acids have been 
missed. The number of sepsis patients was limited in this 
study, and the causing microorganisms were not identi-
fied, because of the limited local diagnostic capacity. This 
precludes drawing firm conclusions in this patient group. 
In addition, 24-h urines were not collected in the study, 
so that the total quantity of excreted acids could not be 
estimated accurately. Correcting the urine acid concen-
tration for urine creatinine concentration partly circum-
vents this problem, but assumes similar renal clearance 
mechanisms of these compounds.
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Conclusions
This secondary analysis of organic acid concentrations in 
patients with falciparum malaria shows that both plasma 
and urine concentrations of pHPLA are independently 
correlated with AKI, suggesting a possible causative con-
tribution of pHPLA to AKI. This hypothesis will now 
need further testing.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. Principal Component Analysis (PCA) results 
of plasma concentrations of L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid 
(αHBA), β-hydroxybutyric acid (βHBA) and p-hydroxyphenyllactic acid 
(pHPLA) with plasma creatinine of severe malaria patients with AKI (in 
blue) and without AKI(in red). Figure S2. Principal Component Analysis 
(PCA) results of corrected urine concentrations of L-lactic acid (LA), 
α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid (βHBA), p-hydroxy-
phenyllactic acid (pHPLA), methylmalonic acid (MMA), ethylmalonic acid, 
(EMA) and α-ketoglutaric acid (αKGA) with urinary creatinine of severe 
malaria patients with AKI (in blue) and without AKI (in red). Figure S3. 
Principal Component Analysis (PCA) results of plasma concentrations of 
L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid 
(βHBA) and p-hydroxyphenyllactic acid (pHPLA) of severe malaria patients 
with coma (in blue) and without coma (in red). Figure S4. Principal 
Component Analysis (PCA) results of corrected urine concentrations of 
L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid 
(βHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA), methylmalonic acid (MMA), 
ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (αKGA) of severe malaria 
patients with coma (in blue) and without coma (in red). Figure S5. 
Principal Component Analysis (PCA) results of plasma concentrations of 
L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid 
(βHBA) and p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA) of severe malaria patients 
with high parasite biomass (in blue) and without high parasite biomass 
(in red). Figure S6. Principal Component Analysis (PCA) results of cor-
rected urine concentrations of L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid 
(αHBA), β-hydroxybutyric acid (βHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA), 
methylmalonic acid (MMA), ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric 
acid (αKGA) of severe malaria patients with high parasite biomass (in 
blue) and without high parasite biomass (in red). Figure S7. Principal 
Component Analysis (PCA) results of uncorrected urine concentrations 
of L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid 
(βHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA), methylmalonic acid (MMA), 
ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (αKGA) of severe malaria 
patients with AKI (in blue) and without AKI (in red). Figure S8. Principal 
Component Analysis (PCA) results of uncorrected urine concentrations 
of L-lactic acid (LA), α-hydroxybutyric acid (αHBA), β-hydroxybutyric acid 
(βHBA), p-hydroxyphenyllactic acid (HPLA), methylmalonic acid (MMA), 
ethylmalonic acid (EMA) and α-ketoglutaric acid (αKGA) with urinary 
creatinine of severe malaria patients with AKI (in blue) and without AKI (in 
red). Table S1a. Plasma and urine concentration range of organic acids 
detected in patients with severe malaria with coma (+/-). Table S1b. 
Plasma and urine concentration range of organic acids detected in 
patients with severe malaria with high biomass (+/-). Table S2. Summary 
of linear regression models in patients with severe falciparum malaria (N 
= 90), with plasma PfHRP2 concentrations and plasma or urinary acid 
concentrations as independent variables, and plasma or urinary creatinine 
concentrations as dependent variable. Table S3. Summary of linear 
regression models in patients with sepsis (N = 19), with plasma PfHRP2 
concentrations and plasma or urinary acid concentrations as independent 
variables, and plasma or urinary creatinine concentrations as depend-
ent. Table S4a. Partial Least Square Discriminant Analysis classification 
results of plasma concentration of 4 acids. Table S4b. Partial Least Square 
Discriminant Analysis classification results of corrected urine concentra-
tion of 7 acids.
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