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(54) Title: METHOD FOR INDUSTRIALLY PRODUCING A JAPANESE ENCEPHALITIS VACCINE, AND RESULTING VACCINE

(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D’UN VACCIN CONTRE L’ENCEPHALITE JAPONAISE ET VACCIN
OBTENU

A method is disclosed for industrially producing a Japanese encephalitis vaccine, wherein (a) cells from a cell line are cultured, (b) the
resulting cell culture is inoculated with a Japanese encephalitis virus in the presence of a viral growth medium, (c¢) the virus is propagated
and muitiplied on the cells, (d) the viral growth medium is recovered in the form of a suspension of viruses produced by the cells, (e) the j
virus suspension is purified in at least one ion exchange chromatography step and a gel permeation step, and (f) the virus suspension is
formulated and converted into a pharmaceutical form to preserve it until the moment of use. A Japanese encephalitis vaccine characterised I

in that it comprises a Japanese encephalitis virus produced by culturing cells from a cell line, and in that the cellular DNA content is less
than 100 pg/dose, is also disclosed. l

(87) Abrégé

L’invention concerne un procédé de production industrielle d’un vaccin contre 1’encéphalite japonaise, caractérisé€ en ce qu’il comprend
les étapes suivantes: a) mise en culture de cellules provenant d’une lignée cellulaire, b) inoculation de la culture de cellules obtenue par du
virus de I’encéphalite japonaise en présence d’un milieu de multiplication virale, c) propagation et multiplication du virus sur les cellules,
d) récolte du milieu de multiplication virale constituant une suspension de virus produits par les cellules, e) purification de la suspension
virale par au moins une étape de chromatographie échangeuse d’ions et une étape de perméation de gel, f) formulation et mise sous forme
pharmaceutique de la suspension virale pour assurer sa conservation jusqu’a son utilisation. L’invention concemne également un vaccin

contre I’encéphalite japonaise caractérisé en ce qu’il comporte du virus de I’encéphalite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant
d’une lignée cellulaire, et en ce que la teneur en ADN cellulaire est inférieure a 100 pg/dose.
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.?pggédé de Eroductiop.industrielle d'un vaccin

S— oy - . -

contre l'encéphalite japonaise et vaccin obtenu

i — e e ' y

La présente invention a trait a un procédé de
production d'un vacclin pour la prévention de 1l'encépha-
lite jJaponaise, a base de virus de l'encéphalite japo-
naise (JEV) et notamment d'un wvaccin utilisable chez
l'homme. L'invention a également trait au vaccin obtenu
par ce proceéde.

Le virus de l'encéphalite japonaise, dont le
vecteur de transmission est un moustique, est la cause
d'infections graves, dites encéphalit2s japonaises, dans
de nombreux pays d'Extréme-Orient ainsi gue dans d'autres
régions du monde.

On connait des vaccins contre l'encéphalite
japonaise quli sont obtenus par des procédés consistant
a i1njecter le virus JEV par voie intracrénienne chez le
souriceau et a récupérer les tissus infectés. L'émulsion
tissulalire que 1l'on obtient est ensuite purifiée,
généralement par des méthodes de précipitation, notamment
a la protamine. D'autres techniques de purification de
ces préparations tissulaires ont également été proposées
dans la littérature, telles gque des techniques d!'ultra-
filtration, de filtration et de centrifugation, ou de
précipitation au polyéthyléene glycol, ces techniques
pouvant étre comblinées entre elles ou a des technigques
de gel-filtration, de chromatographie sur sulfate de
cellulose ou sur sulfate de polysaccharide réticulé (Jp-
B-65 000 611, JP-A-53 133 627, JP-A-50 048 118, JP-A-
2 223 531, US—-A-4 725 546, JP—-A-49 020 322 et B-81 005
204, JP-B-67 025 408).

Dans lt'art antérieur, les préparations
virales sont inactivées, ainsli que le recommande
l'Organisation Mondiale de la Santé, par des agents
chimiques tels que 1le formol selon des procédures

standardisées, & savoir 1inactivation de longue durée

PCT/FR96/01195
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pendant cinquante & soixante jours & +4°C a une concen-
tration de formol de 1/2000, en raison de l'instabilité
des virus a des températures plus élevées dans cet

environnement.

purifier et inactiver. Ils peuvent, en ocoutre, conduire
a des réactions secondaires dues aux contaminants
provenant des tissus de souriceaux, ce qui en limite,
parfois, l'application.

Il est donc souhaitable de pouvoir produire
un vaccin par d'autres techniques de nature plus indus-
trielle et notamment en utilisant unsz multiplication et
une propagation du virus sur lignée cellulaire. Toute-—
fols, la production dt'un vaccin en grandes quantités, par
des méthodes trés industrialisées, est beaucoup plus
difficile que dans le cas de 1la multiplication par voie
intracrénienne, et ceci non seulement en raison des
quantités importantes qui doivent étre traitées, mais
egalement des difficultés d'obtenir et de contrdler des
rendements élevés, ainsi que des problémes de purifica-
tion posés par les contaminants pouvant provenir des
cellules ou du milieu de multiplication virale que sont
alors rencontrés.

Il est connu dans l'art antérieur que le
virus de l'encéphalite japonaise peut se propager sur
diverses cultures de cellules, y compris sur des cultures
de lignées cellulaires, notamm=nt des cellules Vero.
Cependant, les méthodes de culture divulguées ne permet-
tent pas d'obtenir des rendements satisfaisants dans des
conditions de culture industrielle a grande échelle, qui
seule permet une production & un colt raisonnable. Il
n'est pas non plus décrit, dans l'art antérieur, de
méthode pour purifier & un haut degré les préparations

virales provenant de la propagation et de la multiplica-

PCT/FR96/01195
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tion sur lignées cellulaires.

L'invention se propose donc de remédier a ces
inconveénients et de fournir un procédé de production d'un
vaccin contre l'encéphalite japonaise, qui puisse étre
mis en oeuvre a grande échelle dans des conditions sires,
rapides et économiques et qui permette d'obtenir un
vaccin, efficace d'une trés grande pureté, avec un trés
bon rendement industriel.

Pour atteilindre ces buts, l'invention a pour
objet un procédé de production industrielle d'un vaccin
contre l'encéphalite jJaponaise, caractérisé en ce qu'il
comprend les étapes sulvantes:

a) mise en culture de cellules provenant d'une lignée
cellulaire,

b) 1noculation de la culture de cellules obtenues par du
virus de 1l'encéphalite japonaise en présence d'un
milieu de multiplication virale,

C) propagation et multiplication du virus sur les
cellules,

d) récolte dumilileu de multiplication virale constituant
une suspension de virus produlits par les cellules,

e) purification de la suspension virale par au moins une
étape de chromatographie échangeuse d'ions et une
€tape de perméation de gel,

f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de la
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'a
son utilisation.

Selon une caractéristique particuliére de
l'invention, la quantité de virus inoculée correspond a
une multiplicité d'infection inférieure a 0,1. Ainsi, on
obtient un bon rendement pour la propagation et 1la
multiplication virale.

Selon une caractéristique particuliére de

1l'invention, le procédé comprend, en outre, une é&tape

d'inactivation de la suspension virale avant ou apreés

PCT/FR96/01195
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l'étape de purification e). Il est ainsi possible de
fabriquer un vaccin inactivé tout en utilisant pour la
propagation et la multiplication virale une souche
vVirulente.

5 Selon une caractéristique du proceédé de
l'invention, l'inactivation est réalisée au moyen d'un
agent chimique a température ambiante. Ainsi, l'inactiva-
tion se produit rapidement.

Selon un mode particulier de realisation, le

10 procede consiste & utiliser une lignée de cellules Vero
pour assurer la multiplication virale. Il est ainsi
possible d'obtenir de bons rendements car ces cellules
Sont tres permissives au virus de l'eacéphalite japonai-
se.

15 Selon une autre caractéristique de réalisa-
tion de l'invention, le procédé consiste a purifier la
suspension virale en effectuant les etapes suivantes :

- Cchromatographie par échange d'ions,
- chromatographie d'adsorption,

20 . perméation de gel.

Il est, ainsi, possible d'obtenir un vaccin

S,

a4 tres haut degré de puretsé.
Selon un autre mode de ‘réalisation de
l'invention, le procédé consiste, en outre, apres l'étape
25 de reécolte d), a introduire & nouveau du milieu de
multiplication virale neuf, a attendre un temps suffisant
pour permettre a nouveau la multiplication du virus et
a effectuer une nouvelle récolte du milieu de multiplica-
tion virale.
30 On peut, ainsi, obtenir un nombre important
de récoltes a partir d'une méme culture cellulaire.
L'invention a également pour objet un vaccin
obfenu par culture sur cellules provenant d'une lignée
cellulaire caractérisé en ce qu'il comporte du virus de
35 l'encéphalite japonaise et en ce que la teneur. en ADN



CA 02228128 2009-03-16

11322-15

5

cellulaire est inférieure a 100 pg/dose.

L’invention a pour objet un procédé de production
industrielle d'un vaccin contre 1'encéphalite japonaise, ce
procédé comprenant les étapes suivantes : a) mise en culture de

5 cellules provenant d'une lignée cellulaire, Db) inoculation de
la culture de cellules obtenue par du virus de 1'encéphalite
japonaise en présence d'un milieu de multiplication virale, c¢)
propagation et multiplication du wvirus sur 1les cellules, d)
récolte du milieu de multiplication virale constituant une

10 suspension de virus prodults par les cellules, e) purification
de la suspension virale par au moins une étape de
chromatographie échangeuse d'ions, une étape de chromatographe
d'adsorption et une étape de perméation de gel, et
f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de 1la
15 suspension virale pour assurer sa conservation jJusgu'a son

utilisation.

Un tel vaccin présente a la fois l’efficacité et 1la
sireté nécessaire tant du point de vue des contaminant viraux
que des protéines pour étre administré de fagon systématique a

20 toute personne susceptible d’étre en contact avec le virus.

D’autres objets et avantages de la présente

invention apparaitront a la lecture de la description qui va

suivre.

Selon 1l’'invention, on peut effectuer 1la culture
25 cellulaire, soit en fermenteur, soit de facon traditionnelle en

flacons (boltes de Roux, flacons roulants, Multiray™,

Cell-Cube™,,) .

De préeférence, cependant, on dispose d‘un fermenteur

\

de grand volume (500 a 2000 1) contenant des microporteurs

30 ainsli qQu’‘un milieu de culture cellulaire, dans lequel on
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introduit un inoculum de cellules d’une lignée cellulaire
permissive au virus de l‘’encéphalite japonaise; 1l peut s’'agir
de cellules BHK 21 (Baby Hamster Kidney) ou encore de cellules

vVero.

L.es microporteurs permettant la culture en
suspension dans le fermenteur  peuvent étre différents
microsupports déja connus pour un tel usage; on peut notamment
citer les particules Cytodex 1™ a une concentration de 1

\

a 3 g/l de milieu de culture comme convenant particulierement
bien a la culture de cellules Vero. Les durées, températures et
autres conditions de culture, et notamment 1la composition du
milieu de culture sont adaptées en fonction de la nature des
cellules Vero sur microsupports de Cytodex 1™, une durée de 4
jours étalt appropriee pour obtenir une bonne croissance
cellulaire et permettre ainsi d’inoculer 1le virus avant 1la
phase stationnaire de la culture. On remplace ensuite le milieu

de culture par un milieu de multiplication virale et on

introduit dans le fermenteur un inoculum de wvirus de
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l'encéphalite japonaise avec une quantité calculée pour
avolr une faible valeur de 1la multiplicité d'infection
(ou MOI pour Multiplicity of Infection) qui est 1le
rapport de la quantité de particules virales introduites
sur le nombre de cellules présentes.

Cette multiplicité est de préférence infé-
rieure a environ 0,1 et de preférence encore inférieure
a 0,01.

La souche virale utilisée peut étre une
souche atténuée telle que la souche SA 14-14-2 ou toute
souche 1mmunogéne virulente connue *elle que la souche
Nakayama ou Beijing. La souche P; au 88éme passage
fournie par 1le NVSI (National Vaccine and Serum
Institute, Beijing) convient bien aux besoins de
l'invention.

Le milieu utilisé pour la multiplication
virale est un milieu habituel, tel que le MEM, dans
lequel il est important que la quantité de protéines soit
redulte le plus possible. On utilise de préférence un
milieu dont la concentration en protéines, qui est
habituellement de 1l'albumine humaine, est inférieure &
> g/l. De préférence méme, on utilise un milieu de
culture complétement dépourvu en protéines.

La durée nécessaire a la propagation et a la
multiplication virale peut é&tre déterminée par la
survelllance du titre infectieux. On considéere qu'une
recolte de virus peut étre effectuée lorsque le titre LD
50/ml est de l'ordre de 10’ ou 10%. La récolte est
effectuee par simple prélévement du milieu de multiplica-
tion virale qui contient les virus produits par les
cellules. De fagon avantageuse, aprés avoir prelevée le
milieu de multiplication virale, on introduit & nouveau
dans le fermenteur du milieu neuf afin de permettre une

nouvelle multiplication du virus conduisant & une

nouvelle récolte. On peut, ainsi, obtenir facilement
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jusqu'a 8 récoltes successives dans le méme fermenteur

-

a partir de la méme culture cellulaire. La durée néces-

salre a la propagation et a la multiplication du virus
pour obtenir une dose LD 50/ml de 10’ ou 10% est genera-
lement de 2 & 3 jours ; on réalise de pféférence une
premiéfe recolte 3 jours aprés l'inoculation virale, puis
des reécoltes successives tous les 2 ou 3 jours.

Alnsi, un cycle complet dans un fermenteur,
peut durer 23 jours répartis de la facgon suivante :

. JO ! démarrage de la culture de cellules
sur les mlcrosupports dans le fermer+eur,

. J4& : remplacement du milieu de culture
cellulaire par du milieu de multiplication virale et
lnoculation du virus,

. J7 : premlere récolte,

. J9 : deuxleme récolte,

. J11 : trolsiéme récolte,

. J14 : quatrieme récolte,

. J16 : cingquiéme récolte,

. J18 : sixieme récolte,

. J21 : septiéeme récolte,

. J23 : huitiéme récolte.

Les différentes récoltes obtenues peuvent
ensulte étre traitée séparément ou en mélange.

Le traitement consiste soit en une purifica-
tion et une inactivation, 1l'inactivation pouvant étre
realisée avant ou aprés l'étape de purification.

L'inactivation est une étape indispensable au
procédé selon l'invention lorsque la souche virale
utilisée au départ est une souche virulente ; par contre,
lorsque la souche utilisée pour la multiplication virale
est une souche atténuée telle que la souche SA 14-14-2,
cette étape d'inactivation peut étre soit omise, soit
réalisée afin d'étre dans les meilleures conditions de

sécurité possibles.
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Selon l'invention, on effectue 1 'inactivation
au moyen d'agents chimiques a une tempeéerature ambiante.

Par température ambiante selon 1 'lnvention, on entend une

du virus JEV. Cette temperature peut avantageusement étre
comprise entre 20 et 37°C et on prefere une température
de l'ordre de 25°C. On a, en effet, constaté que le virus
est rapidement inactivé a cette temperature et on a, en
outre, pu noter que, de fagon surprenante, le virus
contenu dans son milieu de multiplication virale, est
stable malgré la température &levée ; Cette durée treés

vatlion peuvent notamment étre le formol ou la bétapropio-
lactone ; on préfere le formol. On peut, par exemple,
effectuer l'inactivation & 1l'aide de formol a 25 ou a
37°C pendant 14 jours ou moins ; de préférence, la durcée
sera d'au moins 7 Jjours. De fagon avantageuse selon
l'invention, la concentration de formol utilisé peut étre
inférieure a celle Classiquement utilisée dans 1'inacti-
vation du virus JEV ; elle peut, par exemple, étre de
l'ordre de 1/2000 a 1/8000 et notamment de 1/4000.

Il est possible également de procéeder
Successivement a 2 étapes d'inactivation différentes
mettant par exemple en oeuvre 2 agents chimiques diffé-
rents.

On peut également, avant cette etape d'inac-

tivation, procéder a la filtration de chaque récolte afin
d'éliminer les débris cellulaires (protéines, acides
nucléiques...), ainsi qu'a sa concentration de facon a
augmenter le titre en virus et la teneur en prc.=ines du
milieu liquide. Le facteur de concentration est de

preference au moins égal a 10, par exemple de l'ordre de
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1000. La concentration peut étre effectuée par les moyens

habituels et notamment l'ultrafiltration.

La suspension virale, inactivée ou non selon
le procédé wutilisé, doit étre purifiée. Selon une
caracteristique importante de 1l'invention, l'étape de
purification comprend au moins une chromatographie. De
fagon avantageuse, on procéde successivement aux 3 etapes
sulvantes :

- chromatographie échangeuse d'ions,

- chromatographie d'adsorption,

. permeation de gel.

La chromatographie échangeuse d'ions est de
preference une chromatographie échangeuse d'anions,
qu'lls soient faibles ou forts. Le support utilisé est
par exemple le DEAE-Spherodex™ (vendu par Biosepra, USA)
quli retient sélectivement les particules virales et
laisse passer l'essentiel des protéines contaminantes.

L'éluat contenant les virus peut ensuite étre
effectuée sur des supports tels que lthydroxyapatite ou
les gels chelatants (calcium...). Dans ce cas, le virus
ne se fixe pas sur le support qui retient plus spéciale-
ment les acides nucléiques.

A la suite de cette étape, on procéde & une
gel filtration ou tamisage moléculaire (encore appelé
permeéation de gel) sur tout support approprié tel que le
Sepharose 6FF'" (Pharmacia) ou le Fractogel™ (E. Merck).
Lors de cette opération, 1l'élution permet de récupéerer
les particules virales dans la premiére fraction ; les
pics d'élution suivants correspondent aux protéines
virales et aux impuretés résiduelles. On conserve donc
uniquement, pour la fabrication d'un vaccin, la premiére
fraction de 1l'éluat.

De fagon avantageuse, on peut procéder, entre
la chromatographie d'adsorption et la gel filtration, a

une étape de concentration, de préférence par ultra-



CA 02228128 1998-01-28

WO 97/04803 PCT/FR96/01195

10

15

20

25

30

35

10

filtration avec une membrane dont le seuil de coupure est
de 10 000 daltons.

La suspension virale purifiée et é&ventuel-
lement inactivée est ensuite formulée pour obtenir le
titre antigénique désire r ON peut egalement lui ajouter
un stabilisant ou un adjuvant ; elle est ensuite mise
Sous rorme pharmaceutique afin d'étre conservée dans de
bonnes conditions Jusqu'a son utilisation.

Exemple. -

1. Matériels

— Cellules Vero : les cellules Vero utilisées
pour 1inoculer le fermenteur proviennent d'une banque
cellulaire Vero au 137é&me passage, banque ayant subi tous

les contréles nécessajires 4 sa caractérisation et 3 sa

qualification.
= Le virus JEV : la souche virale utilisée

Une ampoule de virus regue est mise en
Ssuspension dans 100 ml de milieu et filtrée a 1'aide d'un
filtre 0,1 um. La solution est utilisée pour infecter
deux flacons de 75 cm?2. Cing jours aprés, le surnageant

recueilli est filtré (filtre de 0,2 Hm). Plusieurs

roulants de 850 cm®. Plusieurs récoltes peuvent étre
effectuées et 1le melange de 30,2 litres a un titre LD
50/ml = 1083,

Les lots de semence primaire et de travail
Sont ensulte contrdlés afin d'assurer leur caractérisa-
tion et leur qualification.

2. Procédé du culture



CA 02228128 1998-01-28

WO 97/04803 PCT/FR96/01195

contenant des microsupports Cytodex 1™ & une concentra-

tion de 3 g/l. On ensemence le milieu par un inoculum de
cellules Vero (200 000 cellules/ml).

On lalisse les cellules se fixer et croitre

5 pendant quatre jours. A la fin des quatre jours, le

milieu de culture est remplacé par un milieu de multi-

plication virale.

10 multiplicité d'infection MOTI €gale a 1/500. Les diffe-
rentes cultures sont effectuées & la température de 37°C.
Trols jours aprés l'inoculation virale, on recueille 1le
milieu de multiplication virale qui fournit la premiére
recolte. Le milieu de multiplication virale est remplacé
15 par un milieu neuf et une nouvelle récolte est effectuee
tous les deux jours, le nombre total de récoltes etant

egal a six.
Le tableau I montre les titres obtenus A&

chaque récolte.

20
Jours apres
infection
25
Les récoltes sont filtrées sur filtre
membrane (diamétre des pores : 0,2 um) .
30 L'ensemble des récoltes est mélangé.

Le melange de récolte est concentré d'un
facteur 100 par ultrafiltration sur membrane 10 000

daltons.
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On ajoute au mélange de récolte concentré une

e

solution de formol a une concentration finale de 1/4000
et on maintient & temperature ambiante (de 20 3 25°C)
sous agilitation continue pendant 14 Jjours.

5 On procede ensuite & une nouvelie filtration
et on vérifie l'inactivation par un contrdle en 2 étapes
selon le protocole de 1'0OMS (Rapport technique 771 de
1988).

Toutes 1les préparations inac_:t;vées par 1le
10 formol se sont montrées satisfaisantes.
La solution inactivée est passeée sur une
colonne chromatographique d!'échange d'ions a groupement
DEAE équilibrée a pH 8, (résine DEAE-Sphérodex™). Le
virus est retenu sur la colonne. Apres lavage par un
15 tampon phosphate, le virus est €lué par un tampoh
phosphate, NaCl 0,2M. La majorité des contaminants
proteiques sont ainsi éliminés.
L'eluat est purifié par affinité de chélation

par interaction calcique en injectant 1'éluat & travers

20 une colonne de Chelating Sepharose™ (Pharmacia). Le

Virus n'est pas fixé et traverse directement la colonne.

On proceéde ensuite & une concentration par

ultrafiltration sur des membranes dont le seuil de

25 suspension virale d'un facteur d'environ 20.
La solution concentrée de virus prépurifisée
e€st introduite dans une colonne de Sepharose 6 FF™. On
procede a une élution par un tampon phosphate NaCl 0, 2M.

Les particules virales se trouvent eluées dans 1la

30 fraction exclue.
Les caractéristiques du procédé de purifica-

tion figurent sur le tableau II.
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Tableau IT

Etape Chélation Gel
filtration

Protélines

résiduelles 100 %
5 (")

Teneur en < 30

ADN (pg/ml)

virus

récupéré () 76 %
10 (ELISA

protéine E)

(") Rendements étapes par étape
La solution virale inactivée purifiée a été
15 utilisée pour immuniser des souris par injection au jour
0 puis au jour 7. L'épreuve par le virus virulent est
effectuée a l'aide d'une solution & 10° LD 50/ml au jour
30. Toutes les sourls vaccinées par la préparation
purifiée non diluée et par la préparation purifiée diluée
20 au 1/32 ont eteée protégées. Dans le méme test, les souris
vaccinées par le vaccin Biken (dilution 1/32) ont été

eprouvees et seules les 2/5 ont été protégées.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de production industrielle d'un wvaccin
contre l'encéphalite japonaise, ce procédé comprenant les

étapes sulvantes

a) mise en culture de cellules provenant d'une lignée

cellulaire,

b) 1noculation de la culture de cellules obtenue par
du virus de 1l'encephallite japonalse en présence d'un milieu

de multiplication virale,

c) propagation et multiplication du virus sur 1les

cellules,

d) récolte du milieu de multiplication virale
constituant une suspension de virus produits par 1les

cellules,

e) purification de la suspension virale par au moins
une étape de chromatographie échangeuse d'ions, une étape de
chromatographe d'adsorption et une étape de perméation de

gel, et

f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de

la suspension virale pour assurer sa conservation jusgu'a

son utilisation.

2. Procedé selon la revendication 1, dans lequel la
quantité de virus 1inoculée correspond a une multiplicité

d'infection (MOI) inférieure a 0,1.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, comprenant,
en outre, une éetape d'inactivation de la suspension virale

avant ou apres 1l'étape de purification e).
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4. Procédé selon 1la revendication 3, dans lequel

l'inactivation est réalisée au moyven d'agent chimigque a

température ambiante.

5. Procédé selon 1 "une quelconque des
revendications 1 a 4, dans lequel 1les cellules utilisées

pour la multiplication virale sont des cellules VERO.

6. Procédé selon 1’une quelcongue des

revendications 1 a 5, dans lequel 1la purification est

effectuée grace aux opérations suivantes

- chromatographie par échange d'ions,

- chromatographe d'adsorption, et

- perméation de gel.

7. Procédé selon 1 'une quelcongue des
revendications 1 a 6, comprenant, en outre, apres l1l'étape de
récolte d), 1’introduction a nouveau de milieu de
multiplication wvirale neuf, suivit d’un temps d’attente
suffisant pour permettre a nouveau la mnmultiplication du
virus, et effectuer une nouvelle récolte du milieu de

multiplication wvirale.

8. Procédé selon la revendication 7, dans legquel on

récolte le milieu de multiplication virale et on le remplace

par du milieu neuf, un nombre de folis compris entre 1 et 7.

9. Procédé selon l'une quelcongque des revendications
1 a 8, dans lequel apres l'étape d), on filtre la suspension

virale récoltée.

10. Procédé selon 1'une quelconque des

\

revendications 1 a 9, dans lequel le milieu de
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multiplication virale possede une concentration en protéines

inférieure a 5 g/1l.

FETHERSTONHAUGH & Cie
AGENTS DE BREVETS
MONTREAIL, CANADA
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