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บทคัดย่อ
โรคฮีโมฟีเลียเอ	 (Hemophilia	A)	 เกิดจากการขาดแฟคเตอร์แปด	 (Factor	VIII)	 ซ่ึีงเป็นปัจจัยการแข็งตัว 

ของเลือด	การตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปด	 โดยวิธี	 chromogenic	 substrate	 assay	 (CSA)	 เป็นการวัด

ปริมาณความเข้มของสีท่ีเกิดจากการทำาปฏิกิริยาของสารต้ังต้น	ซ่ึีงจะแปรผันตรงกับระดับแฟคเตอร์แปด	 

การศึกษาน้ีเป็นการเปรียบเทียบวิธีการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปด	โดยวิธี	one	stage	clot	based	Assay	

(OSA)	 ซ่ึีงเป็นวิธีการตรวจวัดในงานประจำาทางห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยา	 กับวิธี	CSA	 เพ่ือพิจารณา 

นำามาใช้เป็นวิธีการตรวจติดตามระดับแฟคเตอร์แปดในผู้ป่วยท่ีได้รับแฟคเตอร์ชนิดเข้มข้น	 โดยใช ้

ตัวอย่างพลาสมาของผู้ป่วยฮีโมฟีเลียเอ	 ก่อนและหลังได้รับการฉีดแฟคเตอร์	 จำานวน	18	 ราย	แบ่งเป็น	

plasma-derived	 factor	VII	 (pdFVIII)	 17	 ราย	 และ	Emicizumab	 1	 ราย	 ผลการทดลองพบว่า	 ค่าท่ี 

ตรวจวัดได้ท้ังก่อนและหลังจากได้รับ	pdFVIII	ของท้ังสองวิธีมีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	

(P-value	<	0.0001)	น่ันคือ	ผู้ป่วยท่ีได้รับ	pdFVIII	สามารถใชก้ารตรวจวดัระดับแฟคเตอรแ์ปดได้ท้ังสองวธีิ	 

แต่ผู้ป่วยท่ีได้รับยา	Emicizumab	 มีค่าระดับแฟคเตอร์แปดตำ่ากว่า	 lower	 detection	 limit	 ในท้ัง	 2	 วิธี	 

ดังน้ันการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์ท้ัง	OSA	และ	CSA	สามารถนำามาใช้ติดตามระดับแฟคเตอร์แปด 

ในพลาสมาผู้ป่วยท่ีได้รับ	pdFVIII	ได้อย่างถูกต้องแม่นยำา	แต่ไม่เหมาะสมกับผู้ป่วยท่ีได้รับยา	Emicizumab	

ในขณะท่ีการตรวจวัดระดับสารต้านแฟคเตอร์แปด	(Factor	VIII	inhibitor	assay)	ในผู้ป่วยโรคฮีโมฟีเลียเอ

ท่ีมีสารต้านท่ีได้รบัยา	Emicizumab	มีความเหมาะสมกว่าการตรวจวัดระดับสารต้านแฟคเตอร์แปดโดยตรง	

แต่อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคต

คำาสำาคัญ :	ฮีโมฟิเลีย,	แฟคเตอร์แปด,	One	Stage	clot	based	assay	,Chromogenic	Substrate	Assay	
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1. บทนำา
โรคฮีโมฟีเลียเอ	 (Hemophilia	A)	หรือโรคเลือด

ออกไหลไม่หยุด	หรือโรคเลือดออกง่ายหยุดยาก	 เป็น 

โรคทางพันธุกรรมท่ีมีการถ่ายทอดแบบยีนด้อยบน

โครโมโซีมเพศ	X	(X-linked	recessive)	อบัุติการณ์ของโรค

ฮีโมฟีเลียในประเทศไทยเท่ากับ	1	:	13,000	ถึง	1:20,000(1) 

ฮีโมฟีเลียเอเกิดจากการขาดปัจจัยการแข็งตัวของเลือดท่ี

เรียกว่าแฟคเตอร์แปด	(FVIII)	แบ่งความรุนแรงของโรค

เป็น	3	ระดับ	คือ	รุนแรงมาก	ปานกลาง	และน้อย	แปรตาม

ระดบัของปจัจัยการแขง็ตัวของเลอืด	การรกัษาคือการเพ่ิม 

ระดับแฟคเตอร์แปดในเลือดให้สูงถึงระดับท่ีทำาให้เลือด

หยุดไหล	(hemostatic	level)	โดยการให้แฟคเตอร์ทดแทน

ชนิดเข้มข้น	 (replacement	 therapy)	ปัจจุบันการรักษา

ด้วยแฟคเตอร์เข้มข้นมีหลายชนิด	คือชนิดท่ีมีค่าคร่ึงชีวิต

ของแฟคเตอร์แบบมาตรฐาน	(Standard	half-life)	ได้แก่	

plasma-derived	factor	VII	(pdFVIII)	และ	recombinant	

activated	 factor	VII	 (rFVIIa	 )	และชนิดท่ีมีค่าคร่ึงชีวิต

ของแฟคเตอร์แบบยาวนาน	 (Extended	 half-life)	 ซ่ึีง 

โดยท่ัวไป	ผู้ป่วยจะต้องได้รับการฉีดแฟคเตอรเ์ป็นประจำา 

ทุกๆ	2-3	 วัน	 เพ่ือเป็นการป้องกันมิให้มีภาวะเลือดออก

ง่าย(2)	แต่ในปัจจุบันการวิจัยและพัฒนายามีความก้าวหน้า

มากข้ึน	 จึงทำาให้มีผลิตภัณฑ์แฟคเตอร์เข้มข้นชนิดใหม่

ท่ีช่ือว่า	 Emicizumab	 (Hemibra®)	 ซ่ึีงเป็นแอนติบอด้ี	

ชนิด	 bispecific	 humanized	 สามารถทดแทนปัจจัย 

การแข็งตัวของเลือดตามธรรมชาติท่ีขาดหายไปได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ	 โดยจะสามารถคงระดับอยู่ภายในร่างกาย

ได้นานหลายสัปดาห์	 และฉีดใต้ผิวหนังแทน	ส่งผลให้ 

ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตท่ีดี ข้ึน	 จากงานวิจัยก่อนหน้า 

พบว่าการตรวจวัดระดับของแฟคเตอร์แปด	และสารต้าน

แฟคเตอร์แปดในผู้ป่วยท่ีได้รับการฉีด	Emicizumab	โดย

วิธี	One-Stage	Clot	Based	Assay	(OSA)	น้ัน	มีข้อจำากัดใน

การตรวจวดั	คือ	การมสีารรบกวนปฏกิิริยา	(interference)	

หรือการมีภาวะ	Lupus	anticoagulant	ของผู้ป่วย(3)	ทำาให้

ไม่สามารถตรวจวัดด้วยวิธีปกติได้	 จึงต้องใช้การตรวจ

วิเคราะห์ด้วยวิธี	Chromogenic	Substrate	Assay	(CSA)	 

ซ่ึีงมีรายงานว่ามีความเหมาะสมในการตรวจวัดระดับ

แฟคเตอร์แปด	 ในผลิตภัณฑ์แฟคเตอร์เข้มข้นชนิด	

extended	half-life	และ	rFVIIIa	มากกว่าวิธี	OSA	โดยมี

ความแม่นยำา	และค่าระดับแฟคเตอร์แปดมีความสัมพันธ์

กับประวัติการได้รับแฟคเตอร์ของผู้ป่วย(4)	 ดังน้ันผู้วิจัย

จึงนำาวิธี	CSA	มาใช้ในการตรวจวัดเพ่ือลดข้อจำากัดจาก

วิธีปกติ	 เพ่ือให้ค่าระดับของแฟคเตอร์มีความสอดคล้อง

กับแฟคเตอร์ในตัวผู้ป่วยท่ีได้รับยา	Emicizumab	ดังน้ัน

การศึกษาน้ีจึงเป็นการเปรียบเทียบผลการตรวจวัดระดับ 

ของแฟคเตอร์แปด	ด้วยวิธี	OSA	 เทียบกับวิธี	CSA	จาก 

ตัวอย่างพลาสมาของผู้ปว่ยโรคฮีโมฟิเลียเอ	ในโรงพยาบาล 

จุฬาลงกรณ	์เพ่ือเปน็ประโยชนใ์นการพจิารณาใชต้รวจวัด 

ระดับแฟคเตอร์แปดในผู้ป่วยโรคฮีโมฟีเลียเอท่ีต้อง 

ได้รับยา	Emicizumab	ต่อไปในอนาคต

2. วัสดุและวิธีการ
การศึกษาวิจัยน้ีทำาการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์

แปด	จากตัวอย่างพลาสมาในสารกันเลือดแข็งชนิด	3.2%	

Sodium	citrate	ท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ	-80	องศาเซีลเซีียส	ของ

ผู้ป่วยโรคฮีโมฟีเลียเอ	 ท้ังก่อนและหลังได้รับ	 pdFVIII	

(Hemofil	M®)	 17	 ราย	และ	Emicizumab	 (Hemibra®)	 

1	ราย	โดยตรวจสารต้านแฟคเตอร์แปดในผู้ป่วยรายท่ีได้

รับยา	Emicizumab	ร่วมด้วย	วิธีการตรวจวัดทำาท้ัง	2	วิธี	 

ได้แก่	 one-stage	 clot	 based	 assay	 ด้วยนำ้ายา	 Factor	

VIII	deficiency	,activated	partial	Thromboplastin	time	

(aPTT	 reagent)	Owren’s	Veronal	Buffer	 (OVB)	และ	

CaCl
2
	 (Siemens,Italy)	และวิธี	 chromogenic	 substrate	

assay	ด้วยนำ้ายา	Factor	X	Reagent,	Factor	IXa	Reagent, 

Substrate	Reagent	 ,	 Substrate	 buffer	 (Siemens,Italy)	

โดยใช้เคร่ืองตรวจวิเคราะห์ปัจจัยการแข็งตัวของเลือด	

Sysmex	CS1600	(Siemens,Italy)	

3. วิธีการวิจัย
ทำา	 calibration	 curve	 โดยใช้	 Standard	Human	

Plasma	และทำาการตรวจวัดสารควบคุมคุณภาพ	 ได้แก่	

Normal	Control	 (Control	N)	และ	Pathology	Control	

(Control	P)	
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3.1 One-stage clot-based assay (OSA)

เตรียมละลายนำา้ยา	activated		partial	Thromboplastin	 

time	(aPTT	reagent),	Factor	VIII	deficiency,	Owren’s	

Veronal	Buffer	(OVB),	CaCl
2
	ตรวจวัดระดับของตัวอย่าง

ควบคุมคุณภาพ	Control	Normal	และ	Control	Pathology	

ให้ค่าอยู่ในช่วงท่ีกำาหนด	 จากน้ันนำาพลาสมาผู้ป่วยมา

ตรวจวิเคราะห์ต่อในลำาดับถัดไป	หากค่าท่ีตรวจวัดได้ 

ตำ่ากว่า	lower	detection	limit	ของนำ้ายา	จะรายงานค่าเป็น	 

<0.3	เปอร์เซ็ีนต์

3.2 Chromogenic Substrate assay (CSA)

เตรียมละลายนำ้ายา	Factor	X	Reagent,	Factor	IXa	

Reagent	,Substrate	Reagent	,	Substrate	buffer	(Stopping	

buffer)	 ตรวจวัดระดับของตัวอย่างควบคุมคุณภาพ	

Control	Normal	 และ	Control	 Pathology	 ให้ค่าอยู่ใน 

ช่วงท่ีกำาหนด	จากน้ันนำาพลาสมาผู้ป่วยมาตรวจวิเคราะห์

ต่อในลำาดับถัดไป	 หากค่าท่ีตรวจวัดได้ตำ่ากว่า	 lower	

detection	limit	ของนำา้ยา	จะรายงานค่าเป็น	<1.5	เปอร์เซ็ีนต์	

ค่าท่ีได้จากการตรวจวิเคราะห์จะถูกนำามาคำานวณ

เป็นค่า	Mean	 ±	 SD	 สถิติท่ีใช้ในการประเมิน	 ได้แก่	

correlation,	 simple	 linear	 regression	 โดยโปรแกรม	

GraphPad	prism	8	วิเคราะห์	method	comparison	โดย	Bland	 

and	Altman	Analysis	ด้วยโปรแกรม	MedCalc	software	

4. ผลการศึกษาวิจัย
จากผลการตรวจวิเคราะห์ในพลาสมาผู้ป่วยท้ังหมด	 

18	ราย	พบว่าก่อนได้รับการฉีดแฟคเตอร์	 ค่าระดับของ

แฟคเตอร์แปด	ส่วนใหญ่จะมีค่าตำ่ากว่า	 lower	 detection	

limit	 ของนำ้ายาจากท้ังสองวิธี	 ซ่ึีงหลังจากได้รับการ 

ฉีดแฟคเตอร์	 ระดับของแฟคเตอร์แปดจะมีค่าเพ่ิมข้ึน	 

(ตารางท่ี	 1)	 แต่สังเกตว่า	 ผู้ป่วยรายท่ี	 1	 ท่ีได้รับยา	

Emicizumab	 ค่าระดับแฟคเตอร์แปดจะตำ่ากว่า	 lower	

detection	 limit	 ท้ัง	 2	 วิธี	 หมายความว่าท้ังวิธี	 OSA	 

และ	 CSA	 ไม่สามารถใช้ตรวจติดตามเพ่ือวัดระดับ

ของแฟคเตอร์แปดในพลาสมาของผู้ป่วยท่ีได้รับยา	

Emicizumab	ได้	ซ่ึีงมีความสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า	 

ค่าการตรวจวัดท้ังหมดท่ีไม่ใช่ค่า	lower	detection	limit	จะ

ถูกนำาไปเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของท้ังสองวิธีต่อไป	

เม่ือทำาการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของท้ังสอง

วิธี	 พบว่าค่าท่ีตรวจวัดได้ท้ังก่อนและหลังจากได้รับ	

pdFVIII	ของท้ังสองวิธีมีความสัมพันธ์กัน	 (P-value	<	

0.0001)	หมายความว่า	 ผู้ป่วยท่ีได้รับ	pdFVIII	สามารถ

ใช้การตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปดได้ท้ังสองวิธี	 (รูป

ท่ี	 1)	 จากการวิเคราะห์ด้วยสถิติ	 Bland	 and	Altman	

Difference	plot	พบว่าก่อนและหลังได้รับ	pdFVIII	มีค่า	

mean	difference	เท่ากับ	0.9	และ	1.0	หมายความวา่	ระดับ

แฟคเตอร์แปด	ก่อนและหลังท่ีตรวจวัดได้จากวิธี	OSA	มี

ค่าสูงกว่าจาก	CSA	อยู่	0.9	เปอร์เซ็ีนต์	และ	1	เปอร์เซ็ีนต์	

ตามลำาดับ	(รูปท่ี	2)	

ตารางท่ี 1		 ค่าระดับแฟคเตอร์แปดในพลาสมาผู้ป่วย

โรคฮีโมฟิเลียเอ	 ก่อนและหลังได้รับยา	

Emicizumab	(รายท่ี	1)	และ	pdFVIII	(ราย

ท่ี	2-18)

รายท่ี
วิธี OSA Mean (%) ± SD วิธี CSA Mean (%) ± SD

Pre- Post- Pre- Post-

1 <0.3 <0.3 <1.5 <1.5

2 <0.3 38.85±2.47 <1.5 37.25±5.73

3 <0.3 46.20±7.92 <1.5 52.15±8.56

4 <0.3 38.60±5.37 <1.5 41.50±2.97

5 <0.3 9.35±1.48 <1.5 11.90±2.40

6 <0.3 31.00±1.56 <1.5 35.35±1.91

7 <0.3 45.50±0.85 <1.5 50.95±3.18

8 0.6±0.42 19.90±0.00 <1.5 18.40±2.26

9 0.4±0.28 16.05±0.49 <1.5 13.35±0.92

10 <0.3 22.40±0.00 <1.5 17.6±0.99

11 0.5±0.35 16.15±0.07 <1.5 11.80±0.14

12 0.9±0.64 20.20±0.99 <1.5 20.55±2.90

13 4.40±0.14 55.50±0.28 1.75±0.21 43.35±0.78

14 3.55±0.21 21.25±3.32 <1.5 20.70±0.85

15 2.3±0.28 38.2±0.28 <1.5 38.75±5.02

16 11.25±2.62 35.80±9.33 10.75±0.78 38.45±17.32

17 29.25±2.62 48.20±5.66 31.25±2.33 40.00±3.54

18 10.65±0.49 34.90±0.99 8.40±0.14 28.65±0.49
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รูปท่ี 1 	 กราฟเปรียบเทียบระดับแฟคเตอร์แปด	 ก่อน	 (A)	 และ 

หลัง	(B)	ได้รับ	pdFVIII	โดยวิธี	OSA	และ	CSA

รูปท่ี 2	 กราฟเปรียบเทียบระดับ	Factor	VIII	ก่อน	(A)	และหลัง	

(B)	ได้รับ	pdFVIII	โดยวิธี	OSA	และ	CSA

ในส่วนของผู้ป่วยรายท่ี	1	ท่ีได้รับยา	Emicizumab	

ท่ีพบว่าท้ัง	2	วิธีให้ค่าท่ีตำ่ากว่า	lower	detection	limit	น้ัน	 

เ ม่ือทำาการตรวจวิเคราะห์สารต้านแฟคเตอร์แปด	 

(Factor	VIII	 Inhibitor)	 ด้วยวิธี	One	 Stage	Bethesda	 

Assay	 (OSBA)	 และ	Chromogenic	Bethesda	Assay	

(CBA)	พบว่าวิธี	 OSBA	 ไม่สามารถตรวจวัดสารต้าน 

แฟคเตอร์แปดได้	แต่วิธี	CBA	ตรวจวัดได้ค่า	เท่ากับ	3.5	

CBU	น่ันคือ	ผู้ป่วยท่ีได้รับ	Emicizumab	รายน้ี	ตรวจพบ

สารต้านแฟคเตอร์แปด	 เท่ากับ	3.5	CBU	แต่ไม่สามารถ

ตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปดด้วยวิธี	OSBA	ได้	

 
5. บทวิจารณ์

จากงานวิจัยก่อนหน้าท่ีพบว่า	 วิธี	 CSA	มีความ

เหมาะสมในการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปด	 ใน 

ผลิตภัณฑ์แฟคเตอร์เข้มข้นชนิด	extended	half-life	และ	

rFVIIIa	แต่วิธีน้ียังไม่สามารถนำามาใช้ในงานประจำาทาง

ห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาได้	 เน่ืองด้วยข้อจำากัดด้าน

ระยะเวลาการเก็บรักษานำ้ายาและด้านต้นทุนของนำ้ายา

ท่ีมีราคาค่อนข้างสูงกว่าวิธี	OSA	 ท่ีเป็นวิธีการตรวจวัด

ท่ีนิยมใช้กัน	 จึงทำาให้	 CSA	 เหมาะกับงานวิจัยมากกว่า	

ซ่ึีงจากการศึกษาวิจัยของ	Cid	AR	et	 al.	 ได้เปรียบเทียบ 

ระดับแฟคเตอร์แปดจากการตรวจวัดตัวอย่างของผู้ป่วย

ท้ัง	 163	ราย	 ด้วยวิธี	OSA	และ	CSA	พบว่า	 ผู้ป่วยโรค 

ฮีโมฟีเลียเอชนดิรุนแรงนอ้ย	จำานวน	32	คน	มผีลการตรวจ

จากท้ังสองวธีิให้ค่าไม่สอดคล้องกัน	ส่วนผู้ป่วยอีก	24	คน	

มีผลการตรวจจากวิธี	OSA	ให้ค่าสูงกว่าวิธี	CSA	และมี 

ผู้ป่วย	 8	คน	 ท่ีพบว่า	 วิธี	CSA	 ให้ค่าสูงกว่าวิธี	OSA(6) 

ซ่ึีงความไม่สอดคล้องกันของท้ังสองวิธีน้ีได้มีการศึกษา

มาอย่างต่อเน่ือง	 โดยจากงานวิจัยของ	Akkaya	E.	et	 al. 

ได้สรุปไว้ว่า	 หากระดับแฟคเตอร์แปดของผู้ป่วยมีค่า 

น้อยกว่า	40	 เปอร์เซ็ีนต์	จะส่งผลให้การตรวจวัดด้วยวิธี	 

OSA	ให้ค่าสูงกว่าวิธี	CSA	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	และหา 

กระดับแฟคเตอร์แปดของผู้ป่วยมีค่าน้อยกว่า	10	เปอร์เซ็ีนต์ 

จะทำาให้การตรวจวัดด้วยวิธี	CSA	 ไม่สามารถออกค่าได้

เน่ืองจากเป็น	 lower	 detection	 limit(7)	 ซ่ึีงสอดคล้องกับ

ผลการทดลองท่ีได้	พบว่า	วิธี	OSA	จะให้ค่าสูงกว่า	CSA	
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แต่ไม่มีนัยสำาคัญทางสถิติ	ในผู้ป่วยท้ังก่อนและหลังได้รับ

การฉีด	 pdFVIII	ดังน้ันการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์ท้ัง	

OSA	และ	CSA	สามารถนำามาใช้ติดตามระดับแฟคเตอร์

แปดในพลาสมาผู้ป่วยท่ีได้รับ	 pdFVIII	 ได้อย่างถูกต้อง

แม่นยำา	แต่ไม่เหมาะสมกับผู้ป่วยท่ีได้รับยา	Emicizumab

นอกจากน้ีมีรายงานวิจัยของ	Amiral	 J.	et	 al.	 ได้

เปรียบเทียบผลการตรวจวัดระดับแฟคเตอร์แปดในผู้ป่วย

ท่ีได้รับยา	Emicizumab	พบว่าวิธี	OSA	 ให้ค่าสูงกว่าวิธี	

CSA(8)	 ซ่ึีงแตกต่างจากผลการทดลองท่ีได้	 คือ	 ตัวอย่าง

พลาสมาจากผู้ป่วยท่ีได้รับยา	Emicizumab	 เม่ือตรวจวัด

ด้วยวิธี	OSA	พบว่าให้ค่าเกินช่วงกราฟมาตรฐาน	ในขณะท่ี 

วิธี	CSA	ไม่สามารถรายงานค่าได้ท้ังก่อนและหลังได้รับ 

แฟคเตอร์	 ซ่ึีงสอดคล้องกับผลการวิจัยของ	 Nogami	 

et	al. ท่ีพบว่าวิธี	OSA	ให้ค่า	overestimated	เช่นเดียวกัน(9) 

ดังน้ันผู้วิจัยจึงทดลองตรวจวิเคราะห์เพ่ิมเติมด้วยการ

ตรวจหาสารต้านแฟคเตอร์แปด	 (Factor	VIII	 inhibitor)	

ด้วยวิธี	OSBA	และ	CBA	แทนการตรวจแฟคเตอร์แปด

โดยตรง	 พบว่าวิธี	 CBA	สามารถรายงานค่าสารต้าน 

แฟคเตอร์แปดได้ 	 อาจกล่าวได้ว่า ผู้ป่วยท่ีได้รับยา	

Emicizumab	ควรใช้การวัดระดับสารต้านแฟคเตอร์แปด	

ด้วยวิธี	CBA	เพ่ือใช้ติดตามและประเมนิการให้การรักษา

ของผู้ป่วย	 จึงจะมีความเหมาะสมกว่าการตรวจวัดระดับ

แฟคเตอร์แปดโดยตรง	
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Comparative​Study​between​One​Stage​Clot​Based​
assay​and​Chromogenic​Substrate​Assay​ 

for​Monitoring​Factor​VIII​Activity​ 
in​Hemophilia​A​Patients

Manussavee Prapphal, Aphinya Suroengrit, Darintr Sosothikul
Department	of	Pediatrics	Hematology	and	Oncology,	Faculty	of	Medicine,	

Chulalongkorn	University

Abstract
Hemophilia A is caused by a genetic deficiency in clotting factor VIII (FVIII). FVIII activity 
can be measured by the one-stage clotting assay (OSA). OSA is still the most widely used, 
but some limitations are led to misdiagnosis. Therefore, the chromogenic substrate assay 
(CSA) which is used to measure a color intensity produced, is directly proportional to the 
amount of FXa, subsequently turned to the FVIII activity. This study aimed to compare the 
FVIII levels between OSA and CSA methods in patient’s plasma, before and after FVIII 
therapy (N=18). 17 patients for plasma-derived factor VII (pdFVIII) therapy and 1 patient 
for Emicizumab therapy were recruited in this study. We reported the FVIII levels, both 
before and after pdFVIII therapy, from two methods significantly correlated (P-value  
< 0.0001). Briefly, both methods were a suitable for follow-up the FVIII level in pdFVIII 
plasma, but Emicizumab plasma showed the lower detection limit in both methods that 
were related to previous reports. In case of hemophilia A patient with inhibitor who treated 
with Emicizumab, Factor VIII inhibitors were determined by using a special chromogenic 
bethesda assay (CBA) method. We suggest the Emicizumab therapy’s patient should be 
used FVIII inhibitor by CBA for a follow-up method. 

Keyword : Hemophilia A, Factor VIII, One Stage clot-based assay, Chromogenic Substrate 
Assay
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