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Kvantitativní multiplexní PCR v reálném čase
• Bivalentní expresní vektor Pfizer BNT162b2, kompletní sekvence, kruhový (Ref: OR134577)
• Syntetický konstrukt HCV1146 Moderna (mRNA-1273) sekvence vakcíny SARS-CoV-2 (Ref: OK120841)
• Analýza na úrovni mRNA (cDNA) i DNA
• Oligonukleotidy (primery a fluorescenčně značené hybridizační sondy) získané od společnosti 

Eurofins Genomics, DE
• Multiplexní kvantitativní PCR v reálném čase (FAM - proteinová kazeta Pfizer S, Cy5 - expresní vektor, ROX - 

proteinová kazeta Pfizer S).
Moderna S proteinová kazeta, HEX - Escherichia coli genomická DNA

• Izolace DNA / RNA - Qiagen DNA mini kit, Qiagen, DE
• Reverzní transkripce - Verso cDNA kit, ThermoFisher Scientific, USA
• Rotorgene Q, 5-Plex, Qiagen, DE
• Absolutní kvantifikace - počet kopií cílové sekvence / 1 ml
• Rovnice kalibrační křivky: =10^(-0,257*Ct+11,897)
• Vakcíny uchovávané při -80 °C, čerstvé, dříve neotevřené analyzované šarže
• Moderna Spikevax: 17 šarží (5 ampulí / každá šarže)
• Pfizer BNT162b2: 7 šarží (5 ampulí / každá šarže)

VaXX_Plex - Multiplex Real Time PCR test - použité primery a sondy:



Moderna S Protein Cassette vs expresní vektor, hladina mRNA, počet kopií
Hladina mRNA (cDNA) Moderna Spikevax - S 

Protein Cassette
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1,E+11

1,E+10

1,E+09
 S proteinová kazeta Moderna

 Expresní vektor Moderna

1,E+08

1,E+07

1,E+06
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Vax Lot

Lo
g 

M
no

žs
tv

í (
ab

so
lu

tn
í k

va
nt

ifi
ka

ce
 - 

po
če

t k
op

ií 
cí

lo
vé

 se
kv

en
ce

 / 
m

l)

M
V1

01
3A

20
00

23
A

20
01

56
A

22
30

49

20
00

90
A

20
01

06
A

20
01

00
A

30
05

88
5

30
05

83
6

00
00

90
A

00
00

58
A

30
05

24
1

30
05

69
7

30
06

27
2

M
V1

01
8A

40
00

12
A

40
00

11
A



Moderna S Protein Cassette vs. expresní vektor, úroveň DNA, počet kopiíModerna Spikevax - S Protein Cassette vs. úroveň DNA 
expresního vektoru
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Pfizer BNT162b2 - proteinová kazeta S
úroveň mRNA (cDNA)

Amplifikace expresního vektoru jako reference
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Pfizer S Protein Cassette vs expresní vektor, úroveň DNA, počet kopiíPfizer BNT162b2 - proteinová kazeta S vs. úroveň DNA 
expresního vektoru
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Moderna Spikevax - S Proteinová kazeta - ROX
Úroveň DNA



Moderna Spikevax - expresní vektor - úroveň 
DNA Cy5



Pfizer BNT162b2 - S Proteinová kazeta - úroveň 
FAM DNA



Pfizer BNT162b2 - Expresní vektor - hladina 
DNA Cy5



Množství kazet S proteinu na úrovni mRNA (cDNA) a DNA ve 
vakcínách Moderna Spikevax a Pfizer BNT162b2

S proteinová kazeta 
mRNA (cDNA)
(počet kopií / ml)

S proteinová kazeta 
DNA
(počet kopií / ml)

Moderna Spikevax 10e9 - 10e10 10e7 - 10e9

Pfizer BNT162b2 10e10 - 10e11 10e8 - 10e9

Žádný z výrobců nedeklaroval, že by obsah DNA byl běžnou součástí vakcín. Vysoké 
množství DNA přítomné v testovaných vzorcích vylučuje možnost pouhé kontaminace 
během výrobního procesu.



Souhrn

• Na úrovni mRNA (cDNA) byl při použití S proteinových kazet jako detekčních cílů pozorován pozoruhodný 
rozdíl v množství mRNA u vakcín Moderna Spikevax a Pfizer BNT162b2 (1-2 řády velikosti; modré tečky v 
příslušných grafech).

• U šarží Moderna 200106A, MV1018A a 20023A lze vzhledem k obrácenému poměru množství 
expresního vektoru a kazety S proteinu předpokládat, že v testovaných šaržích jsou přítomny další cíle 
DNA klonované v expresním vektoru. Příslušné šarže přípravku Moderna jsou zvýrazněny červenými 
ovály. K objasnění této otázky by byla zapotřebí podrobnější analýza.

• Vakcíny Moderna Spikevax i Pfizer BNT162b2 obsahují vysoké množství expresních kazet DNA proteinu S 
v množství srovnatelném s množstvím mRNA, která je jedinou deklarovanou aktivní molekulární složkou 
(podle příbalových letáků poskytnutých výrobci).

- Vakcíny Moderna Spikevax obsahují 10e7 - 10e9 kopií expresní kazety DNA S proteinu / ml.
- Vakcíny Pfizer BNT162b2 obsahují 10e8 - 10e9 kopií expresní kazety DNA S proteinu / ml.

Tato množství DNA, kvantitativně srovnatelná s množstvím aktivní mRNA, nemohou být
považována za "kontaminaci". Kontaminace by se obvykle očekávala v množství několika řádů.
nižší.


