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A new test system "ELISA-Tetanus-IgG" and the results of its preclinical testing with 200 clinical samples of serum/plasma are 
presented. According to the test results, high characteristics of clinical sensitivity, specificity and reproducibility of the new set were 
established; and in terms of analytical sensitivity, they surpassed the obtained indicators with a test comparison system (approved 
for use in the Russian Federation). The established analytical sensitivity (detection limit) is no more than 0.01 IU/ml. There was no 
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Столбняк является опасной острой сапронозной 
инфекцией, возбудитель которой Clostridium tetani, в 
естественной природе в виде спор сохраняется в не-
живых объектах (почве, кале животных, воде, на по-
верхности ржавых инструментов, гвоздей, колючей 
проволоки). Оптимальные условия для роста и раз-
вития столбнячной палочки создаются в кишечнике 
крупных травоядных животных и человека (которые 
не страдают от этого), откуда с испражнениями бак-
терии попадают в почву и превращаются в споры. В 
связи с высокой устойчивостью спор к высоким тем-
пературам и большинству природных почвенных ан-
тисептиков, они могут сохраняться во внешней среде 
годами (более 10 лет). В странах с жарким климатом 
при высокой температуре среды и влажности столб-
нячная палочка может вегетировать и в почве, в этих 
случаях ее инфекционность значительно возрастает. 
Вопрос о том, какая среда обитания Clostridium tetani 
является первичной (почва или кишечник травоядных 
животных) до настоящего времени окончательно ещё 
не решён [1-4]. По данным ряда клиницистов и эпи-
демиологов высокая обсемененность почвы столбняч-
ной палочкой отмечается на территории животновод-
ческих ферм, в угодьях свободного выпаса животных, 
вблизи скотомогильников [3-4].

Заражение человека и некоторых животных проис-
ходит при травматическом повреждении кожи и глуб-
же расположенных тканей; споры при попадании в 
рану прорастают только при наличия благоприятных 
для патогена анаэробных условий. Большую опас-
ность заражения столбняком создают небольшие по-
верхностные травмы, особенно колотые раны стоп, 
так как по этому поводу больные редко обращаются 
за медицинской помощью. В связи со слабой васкуля-
ризацией тканей стопы в ране создаются благоприят-
ные анаэробные условия, что способствует активации 
спор столбнячной палочки и развитию болезни через 
3-14 дней. Неслучайно столбняк называют «болезнью 
босых ног». 

Передача возбудителя столбняка от больного к здо-
ровому человеку или животному никогда не происхо-
дит; столбняк не является контагиозным заболеванием. 
Другими словами, столбняк не представляет опасности 
для окружающих лиц.

В периоды военных компаний столбняк регистриру-
ется у 1,2-1,4% от общего числа раненых (инфицирова-
ние происходит в полевых условиях и при транспорти-
ровке), заболевание сопровождается высоким процен-
том летальности [5].

По данным Всемирной организации здравоохра-

нения (ВОЗ) в странах с низким уровнем развития 
общественного здравоохранения встречаются «столб-
няк матерей» и «столбняк новорожденных», обуслов-
ленные тем, что роды могут происходить в антиса-
нитарных условиях, и перерезание пуповины совер-
шается нестерильными инструментами. С 1989 года 
ЮНИСЕФ, ВОЗ и Фонд ООН по народонаселению 
осуществляют Инициативу по элиминации столбняка, 
связанного с деторождением (установлен целевой по-
казатель - менее одного случая столбняка на 1000 но-
ворождений в регионе). По состоянию на июль 2023 
года эта величина показателя еще не была достигнута 
в 11 странах мира [6].  

В настоящее время в мире от столбняка ежегодно 
умирает около 160 000 человек. Характерна возрастная 
структура заболеваемости столбняком: болеют люди 
крайних возрастов с ослабленным иммунитетом, то 
есть новорожденные и престарелые [2, 5, 6]. 

В России и Европе отмечается сезонность забо-
леваний столбняком: 85 % всех случаев - с мая по 
сентябрь; при этом заражение, произошедшее летом, 
протекает более тяжело, так как возбудитель часто 
попадает в рану в вегетативной форме. По данным 
официальной статистики в России ежегодно реги-
стрируется в среднем 30-35 случаев столбняка чело-
века, из них 12-14 случаев заканчиваются смертью 
больного, а остальные - выздоровлением (леталь-
ность составляет 40 %); подавляющее большинство 
заболевших составляют люди старше 65 лет (70 % 
случаев), проживающие в сельской местности, не 
привитые от столбняка [1, 2].

Клеточная стенка столбнячной палочки включает О 
и Н антигены (по Н-антигену выделяют 10 сероваров 
возбудителя). Все варианты Clostridium tetani проду-
цируют в тканях больного идентичные по антигенным 
свойствам эндотоксины: тетаноспазмин и тетанолизин. 
Распространение тетаноспазмина с кровотоком ведет 
к поражению клеток центральной нервной системы (с 
выпадением функции тормозных нейронов), что про-
является длительными и одновременными сокращени-
ями (тоническими спазмами) поперечнополосатой му-
скулатуры. Тетанолизин, в свою очередь, обеспечивает 
некроз тканей вокруг раны и внутрисосудистое разру-
шение эритроцитов. Причиной смерти больного часто 
является паралич сердца или дыхательная недостаточ-
ность, асфиксия [1, 2, 5]. Пациенты, которые выживают 
после заболевания столбняком, приобретают иммуни-
тет, но он не предохраняет от повторного заболевания. 
Ферменты желудочно-кишечного тракта человека и 
животных легко расщепляют токсины столбнячной па-
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лочки, и они не всасывается через слизистую оболоч-
ку кишечника. В связи с этим в случае проглатывания 
спор или вегетативных форм кишечной палочки они не 
представляют опасности.

Для обеспечения защиты человека от столбня-
ка ВОЗ рекомендует проводить профилактическую 
иммунизацию вакцинами, содержащими столбняч-
ный анатоксин. Анатоксин представляет собой филь-
трат 7-дневной бульонной культуры возбудителя 
Clostridium tetani, который обрабатывают путем до-
бавления 0,3-0.4% раствора формалина с последую-
щим инкубированием при температуре 37-39°С в те-
чение 21-25 дней до состояния анатоксина [7]. Каж-
дый человек должен получать до 6 вакцинирующих 
доз (3 первичные дозы начинают вводить в возрасте 
1,5 месяцев с интервалом в 4 недели, еще 3 бустерные 
дозы рекомендуется вводить на втором году жизни, в 
4-7 лет и 9-15 лет); перерывы между бустерными до-
зами должны составлять 4 года. 

Оценку напряженности специфического иммуните-
та в отношении столбнячного анатоксина проводят ла-
бораторными методами (иммуноферментный анализ, 
ИФА, или реакция пассивной гемагглютинации, РПГА); 
протективным признается титр противостолбнячных 
антител более 0,01 Ед/мл (в ИФА) или 1:160 (в РПГА) 
[8-10]. Однако иммуносерологические методы мало 
информативны для клинической диагностики столбня-
ка. Экзотоксины Clostridium tetani не всегда могут быть 
выявлены в крови, а определение антител к столбняку 
может быть результатом ранее проводившейся вакцина-
ции. Нарастание титра антител к токсину при исследо-
вании парных сывороток может быть незначительным, 
в пределах ошибки лабораторного измерения даже при 
генерализованной форме столбняка [1-3, 7]. 

Возбудителя заболевания возможно выявить при ги-
стологическом исследовании тканей, иссеченных при 
первичной хирургической обработке ран, или микро-
скопическом исследовании окрашенных препаратов 
мазков-отпечатков. Культуральная диагностика дли-
тельна, что обусловлено медленным ростом возбудите-
ля на искусственных питательных средах.

Цель работы: разработка новой отечественной 
диагностической иммуноферментной тест-системы 
для количественного определения в сыворотке/плаз-
ме крови иммуноглобулинов класса G к столбнячному 
анатоксину.

Материалы и методы. Использована стандартная 
технология разработки нового ИФА набора реагентов 
для количественного лабораторного определения ана-
лита в крови [11-14] и коммерческие расходные мате-
риалы и химические реактивы, используемые для раз-
работки новых наборов реагентов для ИФА, разрешен-
ные к применению в Российской Федерации.

При испытаниях (апробации) нового разработан-
ного набора были применены 3 опытно-производ-
ственные серии (1-э, 2-э и 3-э от 2024 г., выпущен-
ные АО «ЭКОлаб»), и наборы реагентов сравнения 
“Anti-Tetanus Toxoid ELISA (IgG)” для определения 
IgG к столбнячному анатоксину (производства фир-
мы “Euroimmun”, Германия; РУ № ФСЗ 2010/07324 от 
05.07.2010 г.) и набор «Диагностикум столбнячный – 
РПГА» (фирма ООО «Биохолд», РУ № РЗН 2022/16341 
от 19.01.2022 г.).

Были использованы 200 образцов сыворотки кро-
ви, заведомо содержавшие (n=148) специфические 
IgG к столбнячному анатоксину с концентрацией 
антител ≥ 0,1 МЕ/мл и не содержавшие (n=52) ука-
занные антитела или содержавшие с концентрацией 
антител ниже порога определения в ИФА, то есть 
<0,1 МЕ/мл. Образцы крови были получены в соот-
ветствии с договорами о безвозмездном сотрудниче-
стве с региональными медицинскими учреждениями 
Московской области:

- ГБУЗ "Орехово-Зуевская станция переливания 
крови (лицензия ЛО-50-01-005260 от 02.04.2014 г.);

- ГБУЗ МО «Электрогорская клиническая боль-
ница» (лицензия Л041-01162-50/00344915 от 19.02.2015 
г.);

- Диагностического Центра «El’Clinic» АО 
«ЭКОлаб» (лицензия № Л041-01162-50/00365571 от 
08.04.2015 г.);

- ООО «ИНВИТРО» (лицензия ЛО-77-01-012556 
от 22 июня 20.06.2016 г.).

Результаты. Разработанный базовый вариант на-
бора реагентов для ИФА, получивший наименование 
«Тест-система иммуноферментная для определения 
иммуноглобулинов класса G к столбнячному ана-
токсину» "ИФА-Столбняк-IgG" по ТУ 21.20.23-375-
70423725-2024», включал следующие комплектующие:

- иммуносорбент - разборный 96-луночный по-
листироловый планшет для иммунологических реак-
ций с плоским дном (ООО «ПКФ Современные Техно-
логии» кат № М-021), лунки которого сенсибилизиро-
ваны столбнячным анатоксин (фирма “SigmaAldrich” 
кат № 582231);

- планшет разборный для предварительного раз-
ведения исследуемых образцов (ООО «БИОМЕДИ-
КАЛ», Россия, РУ № ФСР 2010/08676);

- калибровочные пробы (КП1-5), содержащие 
установленную концентрацию антител к столбнячному 
анатоксину;

- контрольный положительный образец (КО), со-
держащий антитела к столбнячному анатоксину в из-
вестной концентрации (указывается на этикетке флако-
на для каждой производственной серии набора) и на-
трия азид (фирма «PanReac AppliChem», кат № 122712) 
в концентрации 0,1%; инактивированный;

- конъюгат концентрат моноклональных 
мышиных антител к IgG человека, меченных перокси-
дазой хрена (АО «ЭКОлаб» кат № 57.03);

- буферный раствор для предварительного разве-
дения образцов (РПРО), содержащий натрия азид (фир-
ма АО «ЭКОлаб», кат. № 11-254) 

- буферный раствор для разведения образцов 
(РРО), содержащий натрия азид (фирма АО «ЭКОлаб», 
кат. № 11-239);

- 25-кратный концентрат фосфатно-солевого бу-
ферного раствора с твином (АО «ЭКОлаб», Россия, кат. 
№ 11-90);

- раствор индикаторный (РИ) - стабилизирован-
ный раствор хромогена (тетраметилбензидина) (АО 
«ЭКОлаб», Россия, кат. № 40.07);

- стоп-реагент – 0,5 моль/л водный раствор кис-
лоты серной (ГОСТ 4204-77);

- наконечники для автоматических пипеток объемом 
0,5-250 мкл (ООО "МедЛабСервис; РУ № РЗН 2021/14326);
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- клейкая пленка для планшетов с одной насеч-
кой (ООО "Компания Совтех" РУ № РЗН 2022/19122).

Особенностью разработки нового иммунофермент-
ного набора явилась разработка панели калибровоч-
ных проб (n=5), содержащих известную концентрацию 
иммуноглобулинов человека класса G к столбнячному 
анатоксину: КП1 - 5,0 МЕ/мл, КП2 - 1 МЕ/мл, КП3 - 0,5 
МЕ/мл, КП4 - 0,1 МЕ/мл и КП5 - 0 МЕ/мл. 

Сбор биологического материала (сыворотка/плазма 
крови человека) должен производиться в соответствии 
с ГОСТ Р 53079.4-2008 «Обеспечение качества клини-
ческих лабораторных исследований». Образцы до ис-
следования хранят не более 7 суток при температуре 
2-8 оС. При необходимости длительного хранения, ре-
комендуется приготовить из них аликвоты и хранить 
в замороженном состоянии при температуре минус 
20-70 оС. С целью обеспечения достоверных результа-
тов исследования рекомендуется использовать только 
однократное замораживание и оттаивание образцов; 
размороженные образцы перед исследованием нужно 
тщательно перемешать. на лабораторном шейкере типа 
«Вортекс». Для исследования в ИФА с разработанным 
набором необходимо предоставлять не менее 10 мкл 
сыворотки / плазмы крови человека, которую перед 
исследованием разводят буфером в соотношении 1:10 
или 1:100. Панель калибраторов и положительный кон-
троль (К+) не разводят, они готовы к применению.

По результатам 2-х стадийной постановки ИФА 
строят калибровочный график показателей оптической 
плотности в лунках с калибраторами, по графику 
определяют содержание определяемого аналита в 
изучаемых пробах. Срок годности набора – 18 мес.

Аналитические и диагностические характеристики 
разработанного набора реагентов, установленные в 
соответствии с ТУ 21.20.23-375-70423725-2024»:

- аналитическая чувствительность (минимально 

определяемая концентрация иммуноглобулинов класса 
G к столбнячному анатоксину) – 0,01 МЕ/мл;

- коэффициент вариации величины содержания 
иммуноглобулинов класса G к столбнячному 
анатоксину в одном и том же образце сыворотки/
плазмы крови (воспроизводимость) - не более 8 %;

- линейность определения в диапазоне 
концентраций 0,01–2,0 МЕ/мл составляет 90–110%;

- точность результата (процент открытия) 
составляет 90-110%

Для интерпретации полученных в ИФА с новым на-
бором результатов определения антител (IgG) к столб-
нячному анатоксину, в соответствии с современными 
клиническими рекомендациями были разработаны ука-
зания по последующему ведению пациентов:

- при определении в крови <0,1 МЕ/мл (специфи-
ческий иммунитет у пациента отсутствует) - нужна пер-
вичная вакцинация или ревакцинация в зависимости от 
анамнеза и серологический контроль через 4-8 недель;

- при содержании в крови 0,1-1,0 МЕ/мл (у об-
следуемого лица имеется неопределенная поствакци-
нальная защита) – показан серологический мониторинг 
с последующей ревакцинацией через 1-2 года;

- при определении 1,0-5,0 МЕ/мл (у пациента 
имеется поствакцинальная защита) - рекомендуется мо-
ниторинг и последующая ревакцинация через 2-4 года;

- при концентрации >5,0 МЕ/мл (имеется долго-
временная поствакцинальная защита) - рекомендуется 
серологический мониторинг и ревакцинация через 4-8 
лет [1, 4, 5, 10].

По результатам аттестационного исследования 200 со-
бранных клинических образцов крови в ИФА с набором 
реагентов сравнения “Anti-Tetanus Toxoid ELISA (IgG)” 
(фирмы “Euroimmun”, Германия). было установлено, что 
148 образцов содержали антитела к столбнячному анаток-
сину и 52 образца – их не содержали (табл. 1). 

                                                                                                                   Т а б л и ц а 1
Результаты аттестации 200 клинических образцов крови по содержанию в них специфических иммуноглобулинов класса G  

к столбнячному анатоксину в ИФА с наборами: “Anti-Tetanus Toxoid ELISA (IgG)” 

Исследованные образцы крови Результаты аттестационных исследований
(n =  и в  %) 

<0,1 МЕ/мл 0,1-0,2 МЕ/мл >0,2-0,5 МЕ/
мл

>0,5-1,0 МЕ/
мл

>1,0-5,0 МЕ/
мл >5,0 МЕ/мл

все клинические образцы (n=200); из них: 52 (26%) 3 (1,5%) 30
(15%)

30
(15%)

85
(42,5%)

0
(0%)

оценены как не содержавшие IgG 
к столбнячному анатоксину или 
содержавшие с концентрацией ниже 
порога определения (<0,1 МЕ/мл)

52 (26%

оценены как содержавшие IgG к 
столбнячному анатоксину (>0,1 МЕ/мл) 148 (74%)

Всего 200 (100%)

Все аттестованные образцы были исследованы в 
ИФА с 3 опытно-экспериментальными сериями нового 
разработанного набора реагентов «ИХА-Хелико-анти-
ген» (табл.2).

Сопоставление полученных данных позволило 
установить, что аналитическая чувствительность ново-
го набора реагентов несколько отличалась от таковой 
для тест-системы сравнения. С новым ИФА набором 

в 10 сыворотках, предварительно аттестованных как 
«содержавшие IgG к столбнячному анатоксину в кон-
центрации 0,1 - 0,5 МЕ/мл» были получены результаты, 
свидетельствовавшие о более низкой концентрации: 
«<0,1 МЕ/мл». Эти образцы были дополнительно ис-
следованы в РПГА, и с ними были получены ти-
тры IgG в интервале 1:10 – 1:80 (ниже защитного по-
рога 1:160), что указывало на более правильное опреде-
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Т а б л и ц а  2 .
Результаты определений специфических иммуноглобулинов класса G к столбнячному анатоксину при исследовании 200 клинических 

образцов крови в ИФА с наборами с «ИХА-Хелико-антиген» 

Содержание 
специфических
IgG в образцах

Количество образцов (n = и в %) с наборами:

“Anti-Tetanus Toxoid 
ELISA (IgG)”

«ИХА-Хелико-антиген» 
серия 1-э
от 2024 г.

серия 2-э
от 2024 г.

серия 3-э
от 2024 г.

<0,1 МЕ/мл 52 (26%)0 62 (31%) 60 (30%) 59 (29,5%)
  0,1 - 0,2 МЕ/мл 3 (1,5%) 4 (2%) 5 (2,5%) 6 (3%)
>0,2 - 0,5 МЕ/мл 30 (15%) 9 (4,5%) 10 (5%) 11 (5,5%)
>0,5 - 1,0 МЕ/мл 30 (15%) 17 (8,5%) 16 (8%) 19 (9,5%)
>1,0 - 5,0 МЕ/мл 85 (42,5%) 27 (13,5%) 27 (13,5%) 27 (13,5%)
        >5,0 МЕ/мл 0 (0%) 81 (40,5%) 82 (41%) 78 (39%)
0,1∙∙∙∙>5,0 МЕ/мл 200 (100%) 200 (100% 200 (100% 200 (100%
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ление с новым набором по сравнению с референтным. 
Кроме того, в интервале концентраций антител «>1,0 
- 5,0 МЕ/мл» и «> 5,0 МЕ/мл» аналитическая чувстви-
тельность нового набора реагентов была в среднем на 
9,5% выше. Это обстоятельство привело к тому, что в 
ИФА с опытно-производственными сериями нового 
набора значительно больше было выявлено образцов 
с высокими показателями концентрации антистолб-
нячных антител «>5,0 МЕ/мл»; при этом межсерийные 
вариации количества образцов в каждой подгруппе со-
ставили ±0,5-1,5%. Дополнительное тестирование этих 
образцов в РПГА установило содержание в них проти-
востолбнячных IgG в интервале 1:640 – 1:1280.

Обязательный раздел исследований с новым набо-
ром в формате доклинических испытаний обязательно 
включает изучение возможного интерферирующего 
влияния на результаты ИФА веществ, которые могут 
присутствовать в исследуемых пробах. Так, нами бы-
ли специально приготовлены пробы сыворотки\плазмы 
крови, не содержавшие и содержавшие разные уровни 
IgG к столбнячному анатоксину и разные концентра-
ции гемоглобина, билирубина или триглицеридов. Ис-
следование в этих образцов в ИФА в трех повторах с 
разными опытно-производственными сериями набора 
«ИФА-Столбняк-IgG» не выявило интерферирующего 
воздействия содержания гемоглобина в концентрациях 
до 8 мг/мл, билирубина – до 0,3 мг/мл и триглицери-
дов – до 5 мг/мл на отрицательные и положительные 
результаты анализов.

Особая серия испытаний оценивала специфическую 
активность разработанного иммуносорбента в отноше-
нии иммуноглобулинов другой специфической актив-
ности. Было доказано, что на результаты исследований 
не оказывало влияние присутствие в исследуемой про-
бе антител к дифтерийному анатоксину (в концентра-
ции до 10 МЕ/мл) или коклюшному анатоксину (в кон-
центрации до 100 МЕ/мл) [12-14].

Заключение. Таким образом, при выполнении плано-
вых научных разработок для обеспечения лечебно-про-
филактических учреждений системы здравоохранения 
необходимыми диагностическими медицинскими изде-
лиями, позволяющими обеспечить оказание медицин-
ской помощи населению, на предприятии АО «ЭКОлаб» 
(г. Электрогорск Московской области) был создан новый 
отечественный набор реагентов «Тест-система иммуно-
ферментная для определения иммуноглобулинов класса 
G к столбнячному анатоксину «ИФА-Столбняк-IgG» по 

ТУ 21.20.23-375-70423725-2024. 
Проведенными доклиническими испытаниями уста-

новлена его высокая аналитическая чувствительность 
(0,01 МЕ/мл). Сравнительные испытания клинических 
образцов с тест-системой сравнения, разрешенной к 
применению в учреждениях здравоохранения, позво-
лили определить высокие показатели воспроизводимо-
сти, клинической чувствительности и специфичности 
с новым набором, соответствующие, а по чувстви-
тельности превосходящие показатели использованной 
референтной тест-системы. Не установлено интерфе-
рирующего действия на результаты исследований с но-
вым набором повышенного содержания в исследуемых 
пробах гемоглобина (до 8 мг/мл), билирубина (до 0,3 
мг/мл) и триглицеридов (до 5 мг/мл). Показано, что 
присутствие в исследуемых пробах антител к дифте-
рийному анатоксину (в концентрации до 10 МЕ/мл) 
или коклюшному анатоксину (в концентрации до 100 
МЕ/мл) также не оказывает конкурирующего влияния 
на результаты тестирования.

Набор реагентов «ИФА-Столбняк-IgG» по ТУ 
21.20.23-375-70423725-2024 в настоящее время про-
ходит в установленном законом порядке процедуру 
государственной регистрации в России. После полу-
чения регистрационного удостоверения АО «ЭКОлаб» 
планирует организовать регулярный серийный выпуск 
нового медицинского изделия «ИФА-Столбняк-IgG» в 
плановом порядке.
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