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1. Izolace viru z 5 pacientit se spalnickami.
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Vroce 1954 Enders & Peebles (6) ohlasili uspéSnou izolaci agens
podobného viru z krve akloktdnim z hrtanu pacienti se spalni¢kami. Tato
agens se mnozila v kulturdch z lidskych aopi¢ich ledvinovych bunék
a produkovala charakteristické cytopatické zmény. Bylo zjisténo, ze zivny
roztok z infikovanych kultur obsahoval antigen, ktery vazal komplement v
ptitomnosti rekonvalescentniho spalnickového séra. Kromé tohoto séra bylo
prokazano, Ze inhibuje $ifeni izolovaného agens v tkanovych kulturach. Tato
ptavodni pozorovani Enderse a Peeblese byla pozdé&ji potvrzena Cohenem a kol.
(3). Tito vyzkumnici izolovali né€kolik virovych kment a studovali
intracelularni lokalizaci viru ve tkanovych kulturach pomoci techniky barveni
protilatek fluorescen¢nim barvivem.

V nedavné dobé Dekking a McCarthy (4) ohlasili, Ze se jim podafilo vnést
virus spalni¢ek do kmene KB lidskych nadorovych bunék. Ptiblizn€ ve stejnou
dobu Black Reissig a Melnick (2) uspéli v adaptaci viru spalni¢ek u jiného
kmene lidskych nadorovych bun¢k MX 2.

Tento piispévek uvadi izolaci péti kmenu viru spalni¢ek v kulturdch bunék
opi¢ich ledvin oSetfenych trypsinem. Dale je popsdna identifikace kment
pomoci sérologickych testi a pfenos onemocnéni na opice.

MATERIALY A METODY

Tkanové kultury: Byly pouzivany butiky ledvin opic druhu makak rhesus, makak javsky nebo
pavidn oSetfené trypsinem. Pro pfipravu téchto tkanovych kultur byl pouzit postup
podleYoungera (15) s ur¢itymi modifikacemi, jak jiz bylo popsano (10). Béhem ristu byly buiky
Vv ristovém prostiedi s nasledujicim slozenim: hydrolyzat mlé¢ného albuminu 0,5procentni (11)
v Hankové roztoku (9) obsahujicim 2 procenta konského séra.

Pied infikovanim virem bylo médium upraveno. Do kazdé ze zkumavek bylo ptidano 1,8 ml
bud’ syntetického média 199 (12), nebo hovézi plodové vody (5) obsahujici fenolovou ¢erven jako
indikator (kone¢né ziedéni 0,02 procenta). VSechna média obsahovala penicilin (100 jednotek/ml)
a streptomycin (0,1 mg/ml).
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Odbér vzorki: 1zolace viru byla provadéna kloktanim z hrtanu a z krve.

Kloktani z hrtanu: Pacienti se spalni¢kami byli pozadani, aby si vykloktali bud’ 15 ml smési
jednoho dilu zivné pudy pro infazi z volského srdce a 2 dili pufrovaného fyziologického roztoku,
nebo u pozdgji provadénych experimentd 111 ml destilované vody obsahujici 1 procento Bacto
tryptozy ,,Difc0*. Do tekutiny byl pfidan penicilin 100 jednotek na ml a streptomycin 0,1 mg na ml.
Z hrtant velmi malych déti byly vzorky ziskany pomoci stéru vatovymi ty¢inkami, které byly
nasledné¢ ponotfeny do 2 ml jedné ze dvou tekutin popsanych vyse. Ve vsech piipadech byly vzorky
ihned zmrazeny v suchém ledu (CO2-ice) a dale skladovany v elektrickém mrazaku (pfi teploté —
60 °C). Pred naockovanim do tkanové kultury byl materidl rychle rozmrazen pod tekouci vodou
o teploté 37 °C.

Krev: u starSich experimenti byl do krve pfidan heparin (2 ml 0,05procentniho roztoku heparinu
na 10 ml krve). U pozdéjsich experimenti byla krev ponechana, aby zkoagulovala. Cervené
krvinky, které nebyly zachyceny ve srazening, byly resuspendovany v séru a tato smés byla pouzita
jako inokulum pro tkanové kultury. Vzorky krve byly skladovany pii teplot¢ +4 °C az do
inokulace.

Inokulace tkanovych kultur: Tkanové kultury byly inokulovany 0,5 ml materidlu ziskaného
kloktdnim nebo 0,25 ml krve. Kone¢né mnozstvi tekutiny ve zkumavkach bylo piiblizné 2 ml.
Kultury byly uchovavany bud ve stabilnim stavu, nebo byly umistény do otaéivého bubnu
(1 otacka za minutu).

Subkultury z prvni pasaze byly vytvofeny vrozmezi od 6. do 16.dne, obvykle 8.den po
inokulaci. Zivné médium nebylo béhem pasaze zpravidla ménéno. Subkultury z pozdéjSich pasazi
byly vytvoieny v rozmezi od 6. do 12. dne inkubace. Pasaz materidlu obsahovala suspenzi bunék
a bunécné drti v kultivaénim médiu. Tato smés byla ziskdna uvolnénim bunék dosud ulpivajicich
na skle seSkrabanim pipetou. Naockované mnozstvi se lisilo, ale obvykle bylo 0,2 ml, takze
koneény objem tekutiny v inokulovanych zkumavkach byl priblizné 2 ml. Sériové pasaze materialu
z kontrolnich zkumavek byly provadény stejnym zptsobem.

Komplement fixacni testy: Komplement fixa¢ni testy byly provedeny zpisobem podle Fultona
a Dumbella (8) v upravé podle Svedmyra, Enderse a Hollowaye (14). Jako antigen byla pouzita
nezfedéna suspenze bunck a bunécné drti z riznych pasazi, a to bud’ hned po sklizni, nebo po kratsi
¢i delsi dobé skladovani pii teploté —20 °C. Soucasti kazdého z experimentil byly kontrolni vzorky
s antigenem sestavajicim z kultiva¢nich tekutin obsahujicich buiiky z nenao¢kovanych tkanovych
kultur. VSechny antigeny byly deaktivovany pfi teploté 56 °C.

Antisérum obsahovalo slouceny vzorek od pftiblizné 10 pacientd se spalnickami smichany 2—
4 tydny po vyskytu vyrazky. Sérum bylo deaktivovano zvys$enim teploty na 56 °C na pil hodiny.

) VYSLEDKY
Izolace viru.

Na jafe 1955 aVv prab&hu roku 1956 byly provedeny experimenty s izolaci
u 13 pacientt s klinickymi pfiznaky spalni¢ek (Tabulka 1).

Materidl od 9 pacientti byl odebran béhem prvnich 24 hodin po propuknuti
vyrazky. Virus byl ziskan z hrtanu péti ztéchto pacientd, ve 2 pfipadech
pomoci stéri vatovou tycinkou (¢isla 1 a 11) a ve dvou ptipadech kloktanim
(¢isla 4 a2 10). Od jednoho pacienta (Cislo 6) byl virus ziskan jak ze stéru
vatovou ty¢inkou, tak kloktanim.

Vzorky ziskané kloktanim byly pfed naockovanim na tkanové kultury
uchovavany ve zmrazeném stavu pii teploté —60 °C po rtizné dlouhou dobu. Jak
je vidét vtabulce 1, virus bylo mozné ziskat ipo uplynuti 4 dnt pied
oc¢kovanim (pacient ¢islo 5).

Virus byl izolovan z heparinizované krve pouze v jednom ze tii pokust
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TABULKA 1
Izolace viru spalnicek V tkanovych kulturach z opicich ledvin.

Virus byl ziskan od 5 ze 13 pacienti.

Patient ; Iselation materiel Virus recovered from

! Stored
[ | '"““'l"'d_ -60°C) | . Throat
No, Sex | ‘:ﬁfx x:,’“;"tf"::fn lu‘»,l;;;'a‘f’l'( '}::_:"}'.:’o"_ y I;‘:::I::‘ l m’;‘.— ! Rleal
: | rash culation
1955

1 M. G April 24 48 + — 0

2 AL 2 April 18 2 0 - 0*

3 It 1 May 30 2 ] — e

4 M. 7 May 18 2 - + +*

1956

5 M. 21 Jan. 24 1 + s 0

24 - + 0

06 -_ + e

6 M. 925 Jan, 40 2 — 0 0

7 . ) Jan <12 14 0 — —

8 M. 7 Jan, >24 14 0 -— —

9 38 8 Feb. 8 16 0 — 0

110 F. 13 Feb. 13 18 0 + 0

11 F. 6 Feb. 6 19 + - 0

12 M. 9 Feb. 6 19 - 0 0

13 K. 13 May =24 19 — 0 0

+ = virus izolovan. -- znamena: neprovedeno. () = virus nebyl ziskan.
*heparinizovana krev.
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Obr. 1
Rist normalnich epitelovych bunék v nenaockované tkanové kultuie z
opicich ledvin
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Obr. 2 a 3. Projevy cytopatie u tkaniovych kultur z opi¢ich ledvin nao¢kovanych virem spalniéek.
Obr. 2 Syncytium s vakuolami. Obr. 3. Pozd¢jsi stadium vykazujici charakteristickou buné¢nou drt;
s kruhovitymi Gtvary.



Obr. 5

Obr. 4 a 5 Nenaockované tkanové kultury z opicich ledvin vykazujici syncytialni
vakuolované struktury pfipominajici struktury zptisobené virem spalnicek (Obr. 4) a ponékud
jiné velikosti a vzhledu (Obr. 5).
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pokust (Cislo 4) av zadném piipadé ze séra (v zadném odebraném od
5 pacientti smichaném do 24 hodin po vypuknuti vyrazky).

U 4 pacientli byl pokus o izolaci viru proveden po uplynuti vice nez
24 hodin po vypuknuti exantému. Izolace viru od zadného z téchto pacientti
nebyla Uspésna.

Cytopaticke zmeny: Cytopatické zmény pozorované v kulturdch uréenych
pro izolaci viru spalni¢ek byly podobné zménam popsanym Endersem
a Peeblesem (6): Po uplynuti jednoho az né€kolika dnid se ve tkani vytvofily
plochy podobné syncytiu. Zpocatku tyto zmény dominovaly na okraji tkan¢.
Zda se, ze syncytia vznikaji splynutim bungk, jejichZ membrany postupné
mizi. Béhem dalsi inkubace se syncytia zvétSovala a na dalSich mistech
vznikala nova. Velmi brzy se v centralni ¢asti postizenych oblasti vytvofily
velké pocty malych vakuol, ze kterych vznikly pénové nebo krajce podobné
atvary (Obr. 2).

S postupujici degeneraci vakuoly mizi a zménéné oblasti nyni vypadaji
stejnomérn€ hrbolaté a tmavéji nez okolni buiiky. Bunéfna drt’ se muze
uvolnit ze skla a plavat v kultiva¢nim médiu, takze v tkanovém médiu zistane
misto bez tkan¢. Obvykle se vSak zbytek zniené tkan¢ usporadd ve formé
tmavého ohraniceni zbyvajici tkang.

V tento okamzik se v kulturach objevi dosti velké utvary, vice ¢i méné
kruhového tvaru obrysu avyznacujici se bud docela hladkym, nebo
vroubkovanym okrajem (Obr. 3). Tyto utvary jsou pravdépodobné vysledky
kondenzace bunééné drti z jednotlivych degenerovanych oblasti. Vyskytuji se
bez ohledu na to, zda byla kultura stacionarni nebo rotujici. Mohou byt
fixovany k normalni tkani, ale ¢asto plavou v kultivanim médiu.

Destrukce tkan¢ pokracuje, protoze jednotlivda syncytia se zvétSuji
a objevuji se nova. Ve tkani z opicich ledvin se rychlost destrukce a rozsah
cytopatickych zmén mulze zna¢né lisit mezi jednotlivymi pasdzemi. Obcas
zustanou vétsi nebo mensi plochy normalni tkdn€ i po dobu 2 az 3 tydnt.
Vétsinou vsSak zbyvajici tkan vykazuje ztratu struktury a granulaci bunck.
Tuto obecnou celkovou degeneraci tkané lze pfilezitostné pozorovat jiz po
nékolika dnech inkubace.

Jak popsali Enders a Peebles (6) a pozdé¢ji Rustigian a kol. (13) a Cohen
a kol. (3), cytopatické zmény podobné zménam zptisobenym virem spalni¢ek
Ize pozorovat také v naockovanych kulturach tkané z opicich ledvin (Obr. 4—
5). Tyto zmény jsou pravdépodobné zplisobeny agens podobnymi viru, tzv.
pe€novymi agens, ktera se pravdépodobné vyskytuji v bunikdch ledvin u zjevné
zdravych opic. Antigen specificky pro spalnicky je vSak produkovan pouze
Vv kulturach infikovanych virem spalni¢ek. V této studii byla proto vyuZita
schopnost pasdzovaného materidlu tkanové kultury vazat komplement
Vv pritomnosti séra spalni¢ek z rekonvalescentni
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faze jako kritérium piftomnosti viru spalniéek.

Sérologickeé studie.

Komplement fixacni testy: Tabulka 2 uvadi vysledky komplement fixa¢nich
testll na séru od Ctyt pacientli se spalnickami. Krev byla odebrana, jakmile to
bylo mozné po vysevu vyrazky, a poté vrozmezi od 9. do 37.dne béhem
rekonvalescence.

TABULKA 2

Komplement fixacni titry séra ziskaného od pripadii spalnicek.
|

[ Complement fixation titer
Serum drawn

Patient no. (days after - i B
rush) Antigen ¥ | Antigen I Antigen
V-3 V.14 | X5
5 1 a2 8N - —
18 >32 v
9 A < 8 = —
g 256 — -
13 1 — 32 32
17 - 256 256
G. <1 - <8 <8
b 128 128
37 - 256 256

i Pouzité antigeny byly pfipraveny z tkafiovych kultur z ledvin opic infikovanych spalni¢kami:
V-3a V.14 =3. resp. 14. pasaz agens z pacienta V, XI-5 = 5. pasaz agens z pacienta XI.
* Titry vyjadiené jako prevracend hodnota zfedéni séra
— Znamena: neprovedeno.

Experimenty s infikovanim opic makak rhesus

K experimentim s infikovanim byly pouzity dv€ opice makak rhesus
narozené Vv institutu, ptiblizného staii jeden rok. Pfed ockovanim byla séra
obou zvifat vysetfena na pritomnost pfirozené¢ ziskanych protilatek proti
spalni¢kam. Zadné takové protilatky se nepodafilo prokazat. Ob& opice byly
ofkovany intranazalné a peroraln¢ pasazi materialu virového kmene
izolovaného z pacienta ¢islo 11. U tohoto kmenu bylo zjisténo, ze produkuje
uniformni cytoplazmatické zmény v ramci vSech pasazi a komplement fixacni
antigen viru spalni¢ek byl ptitomen ve vsech subkulturach.

Béhem nasledujiciho mésice byly opice peclivé pozorovany a kazdy den jim
byla méfena teplota. Jedenactého dne po ockovani jedno ze zvitat vykazovalo
vSeobecnou vyrazku na hlavé, kterd se pozdé¢ji rozsitila po téle a koncetindch.
Vyrazka podobnd vyrazce, ktera se vyskytuje ulidskych pacientd se
spalnickami, trvala pouze 24 hodin. Teplota opic se pohybovala v rozmezi
normalni teploty. VVzorky krve odebrané den poté, kdy zmizel exantém

6 ACTA. PATH. XLIL 1
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(13. den), vykazovaly titr <1:8 v komplement fixacnich testech, zatimco
krev odebrand o 8 dnti pozdé¢ji méla titr 1 : 256. Tato opice byla nao¢kovana
materidlem z 21. pasadze viru spalni¢ek. Antigen pouzity pii komplement
fixaCnich testech byl pfipraven z 5. pasaze kmene viru pouzitého pro ockovani
opic.

Druha z opic, ktera byla naockovana materialem z 9. pasaze téhoz kmene
spalni¢ek, nevykazovala béhem doby jednoho meésice zaddné symptomy.
V ramci komplement fixac¢nich testii vSak bylo mozné prokézat zvySeni titru
séraz<1:8nal:256 ve vzorcich krve odebranych v dobé ockovani, resp.
017 dni pozdé€ji. Pouzity antigen byl stejny jako antigen uvedeny vyse.
Sérum od obou opic bylo pozdéji opakované testovano pomoci antigenu
ptipraveného ze 14. pasaze tkanové kultury kmene viru ziskaného od pacienta
¢islo 5. Titry séra byly identické stémi, které byly ziskany v ptitomnosti
homolognich antigend.

DISKUZE

Piedkladana prace potvrzuje zjisténi Enderse a Peeblese (6) a Cohena a kol.
(3), Ze tekutina pouzita ke kloktani a krev pacientd v raném stadiu spalnicek
obsahuje virus, ktery je schopen produkovat charakteristické cytopaticke
zmény v kulturach lidskych a opic¢ich ledvinovych bunék. V naockovanych
kulturdch byly pozorovany stejné syncytialni Gtvary, jako Utvary popsané
Endersem a Peeblesem (6). Déle bylo zjisténo, ze v systému tkaniovych kultur
pouzitych v této laboratofi vznikly béhem pokracujici inkubace dalsi
specifické 1éze. Tento druhy krok degenerace mél za nasledek akumulaci
bunééné drti s kruhovymi, jakoby hrbolatymi utvary, které mély bud’ docela
hladky, nebo zvrasnény okraj. Zda se, Ze tyto cytopatické zmény jsou stejné
specifické pro virus spalnic¢ek jako syncytia..

Viry z opicich ledvin neboli ,,pénova agens* vSak mohou vést k bunénym
degeneracim, které jsou mikroskopicky nerozliSitelné od degeneraci
zpusobenych virem spalnic¢ek. Z tohoto divodu maji cytologické projevy
omezenou hodnotu v ramci studie spalnicek a jsou pozadovana dalsi kritéria
pro stanoveni identity péstovanych agens. Tohoto cile lze dosahnout
prokdzanim intranuklearnich inkluznich télisek v infikovanych bunécnych
kulturach (6) nebo pomoci testd na pfitomnost antigenu Viru spalni¢ek bud’
pomoci metody neptimé fluorescenéni reakce (3), nebo komplement fixa¢ni
reakci (3,6). Z divodu jednoduchosti posledné jmenované metody byla v této
studii pouZita tato metoda. Pozorovani vyvoje antigenu spalni¢kového viru
Vv ruznych kulturach bude popsano podrobnéji v dalsi publikaci (1).

Ve studii pfedkladané v tomto ¢lanku byl virus spalnicek izolovan z péti z
celkem deviti vzorki tekutin pouzitych ke kloktani odebranych do 24 hodin
od vysevu exantému. Divodem, pro¢ izolace u jednoho pacienta
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(¢islo 1) selhala, mtize byt skutecnost, ze té¢sné¢ pred kloktanim zvracel. Ve
zbyvajicich tfech ptipadech (Cisla 2, 7 a 9) nebylo k dispozici zadné ziejmé
vysvétleni negativnich vysledkii. Mozna byla divodem skutecnost, Ze tyto
izolace pochazely ze stéri hrtanu vatovou tyCinkou u malych déti, které byly
velmi rozrusené, a bylo tedy obtizné vzorek odebrat.

Virus byl ziskan z krve pouze v jednom z osmi pokusii provedenych do
24 hodin od vysevu vyrazky. Tato mira izolace byla nizka v porovnani
s vysledky ziskanymi Endersem a Peeblesem (6), ktefi ziskali virus z krve
Ctyf z péti pacientd. Tito autofi pouzili heparinizovanou krev, z niz mohlo byt
snazsi ziskat virus nez ze séra obsahujiciho resuspendované Krvinky. V nasi
laboratofi byla jedind izolace z krve provedena z jednoho ze tii vzorku,
k nimz byl pfidan heparin. Enders a Peebles také pouzili vétsi inokulum
(0,5 ml az 2 ml), nez které bylo pouzito v této studii (0,25 ml).

Byla zvazovana moznost, Ze neuspéS$ny pokus izolovat virus u 8 ze
13 vysetiovanych pacienti mohl byt dasledkem odolnosti konkrétnich
pouzitych bunék vici viru spalni¢ek. Zjevné to vSak neni tento pfipad, nebot’
zkumavky pfipravované soucasné¢ se zkumavkami pouzitymi pii neuspésnych
izolac¢nich experimentech byly ockovany virem spalnicek, ktery infikoval
tekutinu typickymi cytopatickymi zménami, k nimz doSlo spole¢né s
vyskytem komplement fixa¢niho antigenu v Zivném médiu.

Pozorovani uvedend vtomto ¢lanku se shoduji s pfedpokladem, ze
izolovana agens jsou pfi¢inou spalni¢ek. Pfedevsim bylo ziskano 5 kmend virt
z hrtanu nebo krve pacientl v ¢asné akutni fazi infekce spalnickami. VSechny
pokusy izolovat virus pozdéji nez 24 hodin od vysevu vyrazky selhaly. K
nespornému nartstu komplement fixacnich protilatek proti izolovanym agens
doslo béhem rekonvalescence u vSech vysetiovanych pacientii. Dalsi dikaz,
ze izolovana agens jsou odpovédna za spalnicky, byl ziskan prenosem
onemocnéni na opici makak rhesus podanim viru ztkafové kultury.
U jednoho z téchto zvitat doslo k vyrazce podobné vyrazce, kterou vyvolavaji
spalnic¢ky, a to 11. den po ockovani, coz je Casovy interval, ktery je v souladu
s vyvojem onemocnéni u ¢lovéka. Zajimavé je, Ze tato opice byla ockovana
21. pasazi tkanové kultury, kdezto druhé opici, kterd nevykazovala zadné
klinické ptiznaky, byl podan material tkanové kultury 9. pasaze téhoz kmene.
Nebyl tedy zjistén zadny dikaz, ze uopic dosSlo k oslabeni viru pfti
prodlouzeni pasaze ve tkanové kultufe. Nebylo ani mozné, aby odlisna
odpovéd’ zvirat byla pripisovana jiz diive ziskané imunité vaci spalnickam. Obé
zvifata se narodila vtomto institutu aani jedno znich nemélo pied
ockovanim protilatky proti spalnickam. Ob¢ reagovala na infekci vyraznym
zvySenim komplement fixacnich protilatek.

6*
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Vysledky experimentti s pfenosem se shoduji s vysledky ziskanymi
Endersem (7) a Blackem, Reissigem a Melnickem (2). Tito vyzkumnici vSak
zavedli virus intraven6zné nebo intramuskularnimi injekcemi, v experimentech
popsanych v tomto ¢lanku byla ale pouZita ,,pfirozena“ cesta infekce.

V souvislosti s vySetfovanim akutni a konvalescentni faze séra od pacientd
se spalnickami je tieba uvést, Ze pacient G. (Tabulka 2) byl jednim z n€kolika
obyvatel Gronska, ktefi byli infikovani béhem velké epidemie spalnicek, k niz
doslo v zafi az fijnu 1956 ve velké komunit¢ v Gronsku. Nékolik dalSich
sparovanych vzorkd séra od pacienti se spalnickami bylo testovano proti
antigenu spalnicek pfipravenému z virovych kmenl izolovanych od
sporadickych ptipadt v Kodani. Ve vsSech testech bylo mozné prokézat jasny
nariist protilatek (nepublikovanéd data). Toto pozorovani doklada také pticinny
vztah mezi izolovanymi agens a spalnickami.

SHRNUTI

(1) Virus byl izolovan ve tkanovych kulturach opicich ledvin oSetfenych
trypsinem z tekutiny ziskané kloktanim azkrve od 5 ze 13 pacientt
vySetiovanych béhem akutni faze spalnic¢ek. Ve vSech piipadech byl virus
izolovan z tekutiny ziskané kloktanim nebo ze stéru hrtanu vatovymi
ty¢inkami a pouze jeden kmen byl ziskan z krve. VSechny pokusy izolovat
virus pozdé¢ji neZ 24 hodin od vysevu vyrazky selhaly.

(2) Jsou popséany cytopatické projevy pozorované u tkanovych kultur
infikovanych virem spalni¢ek iV nenaockovanych kontrolnich zkumavkach.
Komplement fixa¢ni testy na pfitomnost antigenu viru spalni¢ek byly pouzity

jako kritérium pro stanoveni ptitomnosti tohoto viru v infikovanych kulturach.

(3) Intranazélni a perorélni podani materialu z pozdni pasaze jednoho
z izolovanych agens dvéma opicim druhu makak rhesus mélo za nasledek
vysev vyrazky podobné vyrazce pifi onemocnéni spalnickami u jednoho ze
zvitat, pticemz ob¢ opice si vytvorily protilatky proti naockovanému kmenu.

(4) V sérologickych studiich akutni a konvalescentni faze séra od pacientl
se spalnickami pomoci tkanovych kultur z opicich ledvin infikovanych virem
spalni¢ek jako antigenu v ramci komplement fixacnich testi byl pozorovan

jasny narust protilatek ve vSech piipadech.
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