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Ovucheck ® Premate 5 and 10
Kit for Determination of the Level of Serum or Plasma Progesterone in the Bitch

Insert
2013-06-05

OVUCHECK® PREMATE is a semi-quantitative test for the measurement of progesterone in a drop of plasma or
serum of the bitch. The quantity of progesterone present is indicated by a change in colour, which is compared with high
and low progesterone standards.

This kit is quick and simple to use. It gives reliable information which allows you to:
¢ plan mating at the optimum time
* determine the time of whelping
* investigate the causes of infertility (anovular cycles, silent heats with normal ovulation)

PHYSIOLOGICAL BASIS

Hormonal changes occurring in the bitch in the course of pro-oestrus, oestrus, beginning of dioestrus, and gestation are
described below.

At the end of pro-oestrus, the drop in oestrogen levels, secreted by the maturing ovarian follicle, causes the luteinising
hormone (LH) surge. Ovulation normally happens 24 to 48 hours after the LH surge.

The follicle gradually produces progesterone above basal levels (<0.5 ng/mlL) a few days before the LH surge. When the
LH surge occurs, progesterone levels may reach 2 to 4 ng/mL.

At the time of ovulation, the progesterone level is generally between 4 and 10 ng/mL. This normally happens 11 to 13
days after the start of pro-oestrus (characterized by the presence of blood and swelling of the vulva).

After ovulation, progesterone levels continue to rise to reach maximal levels 2 to 3 weeks after the start of dioestrus.
However, there are large variations between breeds and individuals. The determination of progesterone level with
OVUCHECK"® PREMATE in association with other elements such as the behaviour of the dog and vaginal cytology
allows determination of the time of ovulation and therefore the optimal time for mating.

At the end of gestation, 12 to 24 hours before giving birth, the level of progesterone falls again to reach values of less than
2 ng/ml.. Thus, a level of progesterone higher than the low standard of the OVUCHECK® PREMATE test shows that
parturition will not occur in the next 12 to 24 hours.

SAMPLING
Timing of sampling:

In order to determine the time of ovulation, the first samples are taken and tested after the appearance of signs which
mark the start of oestrus (slight losses of blood, acceptance of the male, or characteristic vaginal smear), approximately 6
to 9 days after the start of pro-oestrus.

In the case of a bitch which has a known history of failed conception, or if you suspect that ovulation is early, it is
preferable to start the tests from pro-oestrus in order to establish basal progesterone levels for further comparison.
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Collection of samples:

Serum: Collect a sample of blood in a dry tube (no serum separator tube) in the usual manner (1 mL of blood is enough).
Allow to coagulate (for about half an hour at ambient temperature) and use the serum on top to perform the test.

Plasma: Collect a blood sample in a heparin-coated tube and separate the plasma from the red blood cells by
centrifugation, then use the plasma to perform the test.

OPERATING PROCEDURE

Bring all the components to room temperature before use (about 30 minutes). Make sure every solution is properly mixed

before use.

Substrate preparation:

* Carefully remove the screw cap from bottle D. Then, take out and discard the stopper.

¢ Without touching it, eject the substrate tablet into bottle D by pressing the back of the metal foil (be
careful no to touch the tablet with your fingers).

e Place the supplied nozzle into bottle D. Put on the cap and screw firmly to ensure the nozzle fits
securely into the neck of the bottle.

e Mix at regular intervals, until the tablet has completely dissolved (15 to 30 minutes). The solution may
now be yellow, orange or pink.

Storage of the substrate:

e  Write the date on the label. The mixture prepared in bottle D is now stable for up to three months if kept refrigerated
(2-7°C).

* This solution can be frozen for a longer period of conservation. The expiration date is then shown on the outside
label on the kit box. You can aliquot solution D, to avoid repeated freeze/thaw cycles. For example, you can use
insulin syringes (0.6 mL per syringe). This way, you will only have to take one syringe out of the freezer each time you
perform the test.

e The colour of the solution of bottle D (when activated) can change with time but this does not affect results
interpretation.

Carrying out the test:

Two standards are provided (A and B). They must both be used each time an assay is performed to validate the test.

1.
2.

o8

Take out a strip of wells from the plastic bag.

Select the necessary number of wells (2 + n, n being the number of samples to test) by breaking the plastic
between the wells. Put the unused wells back in the plastic bag. Mark for identification purposes the top of the
first well you will use.

Always use a new pipette for each sample or standard. Keeping the pipette vertical, add:

e 1 drop of low standard (A) to the first well.

e 1 drop of high standard (B) to the second well.

e 1 drop of the sample to be tested to the third well.
Each sample to be tested shall be added to a different well. Wells must either contain a standard or a sample,
not both.
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If the pipette is not held in a vertical position, the drop

volume could be smaller and affect the accuracy of the

test.

4. Keeping bottle C vertical, add 4 drops of reagent C
to each well.

5. Cover the wells with a sheet of opaque paper and
incubate for 15 minutes at room temperature.

Be careful not to reverse the bottles caps of the
conjugate (C) and the substrate (D).

I 4 Biovet Inc. 4375 Beaudry ave, St-Hyacinthe (Qc) J2S W2 Canada
! \-’\ Tel.: 1-888-8BIOVET  Fax: (450) 771-2996  Technical Services : support@biovet-inc.com

www.biovet.ca

Can. \et. Biol. Estab. Lic. No. 49

=ovet

6. Empty the contents of the wells into the sink
and gently rinse the wells three times, using
lukewarm tap water. Dry by tapping onto
absorbent paper. To allow better colour
differentiation, avoid overdrying.

7. Keeping bottle D (or insulin syringe) vertical,
add 4 drops of the prepared substrate to each
well.

8. Cover the wells with a sheet of opaque paper to

protect them from light and incubate for 15
minutes at room temperature.

Agitate the wells gently to mix the contents and
compare the colour of the sample to the
colours of the high and low standards.
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e To help visualise the results, place the wells on top of a white background and look at the wells from the top.

e Itis important to first check that standard A (low progesterone) is of a darker pink than standard B (high progesterone).

Sample Sample Sample Sample Sample
DiCATIONS QQ' OQO OQQ QQQ OQQ
The sample is darker than A | The sample is the same shade | The sample is lighter than A, | The sample is the same colour | The sample is lighter than B
(low standard). The of pink than A (low standard). | but darker than B. The | as B (high standard). The | (high standard). The
progesterone concentration is | The progesterone progesterone concentration is | progesterone is concentration | progesterone concentration is
lower than the low standard (3 | concentration is about 3 | between 3 and 10 ng/mL. is about 10 ng/mL. higher than 10 ng/mL.
ng/mlL). ng/mlL.
HEAT The bitch is in the pro-oestrus | The bitch is in the pro-oestrus | Ovulation is imminent. Ovulation has probably taken | Ovulation has probably taken
DETECTI . in i . . in i 7S. . i . i
ETECTION phase. Test again in 2 days phase. Test again in 2 days Test again the next day. Place A period of 2 to 3 days plgce Proceed to mating
is then necessary for the ovum | without any further delay.
to mature. Because of the
relatively long survival of
spermatozoa in the genital tract
of the bitch, you can mate the
bitch in the next 24 to 48
hours.
TERM The bitch is probably due to | Whelping will probably not take place in the next 24 hours. Test | The bitch is not due to whelp. Whelping will probably not take
DETECTION! | whelp. Whelping should take | again the next day. place before 48 hours. Test again in two days.
place within 12 to 24 hours.
PROLONGED The bitch is not secreting | The bitch is secreting progesterone. Heat has probably occurred unnoticed or the bitch suffers from an ovarian pathology. Test again
ANOESTRUS progesterone. There are two | in one month in order to document the duration of the rise in progesterone.
possibilities:  she has not
ovulated or she has not been in
heat for the past 2 months.

" The progesterone concentration by itself does not determine the exact time of onset of parturition. This value must be interpreted in light of other criteria for estimating the time of

parturition.
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PRECAUTIONS:
*  Keep the kit refrigerated (2-7°C). DO NOT FREEZE.
* Keep the bottles containing the standards in the upright position so that the liquid does not touch the cap.
* Do not use the kit after the expiration date.
¢ Do not use wells more than once.
* Do not mix components of a kit (wells and reagents) with those of another kit.
¢ 'The solutions in bottles A, B, and C contain a preservative.
*  When emptying the contents of the wells into the sink, rinse away with a large
amount of tap water.
¢ If the product splashes into the eyes or onto the skin, wash thoroughly with tap water.
For in vitro veterinary diagnostic use only.
e Keep out of reach of children.
* Do not pipette solutions by mouth.

OVUCHECK® PREMATE is a semi-quantitative test for the measurement of progesterone. If a quantitative value is
required, it is recommended to use the OVUCHECK® PLASMA kit.

For more information, contact technical services at Biovet Inc. (support@biovet-inc.com).

KIT CONTENTS

PREMATE 5 PREMATE 10
A 1X1.0mL A 1X1.0mL

Ready-to-use
Low Standard '

(3 ng/mlL progesterone)

B 1X1.0mL B 1X1.0mL Ready-to-use

High Standard '
(10 ng/ml. progesterone)
C 1X50mL C 1X85mL Ready-to-use Conjugate
D 1X8.5mL D1X85mL Substrate Buffer
1 tablet 1 tablet Substrate
2X8 4X8 Coated Microwells
18 35 Plastic Pipettes
1 1 Rubber Bulb or

Plastic Pipettes

' Keep the bottles containing the standards in the upright position so that the liquid does not touch the cap.

4 Biovet Inc. 4375 Beaudry ave, St-Hyacinthe (Qc) J2S W2 Canada
! \-’\ Tel.: 1-888-8BIOVET  Fax: (450) 771-2996  Technical Services : support@biovet-inc.com

Can. \et. Biol. Estab. Lic. No. 49 www.biovet.ca


mailto:support@biovet-inc.com

= ovel

Ovucheck ® Premate 5 et 10
Trousse de détermination du taux de progestérone
sérique et plasmatique chez la chienne
Monographie
2013-06-05

OVUCHECK® PREMATE est un test de dosage semi-quantitatif de la progestérone dans le sang (plasma ou sérum) de la chienne. La quantité de progestérone
présente se traduit par le développement d’une couleur plus ou moins intense qui est comparée aux couleurs données par des étalons de progestérone (bas et
élevé).

Cette trousse est simple et rapide d’emploi. Elle fournit des indications fiables qui aident:
e 4 prévoir le moment idéal de 'accouplement
e a4 déterminer le moment de la mise-bas
e arechercher des causes d'infertilité (cycles anovulatoires, chaleurs silencieuses avec ovulation normale).

BASES PHYSIOLOGIQUES

Les changements hormonaux se produisant chez la chienne au cours du pro-oestrus, de 'oestrus, du début du dioestrus et de la gestation sont décrits ci-dessous.
A la fin du pro-oestrus, la chute du taux des oestrogénes, sécrétés par le follicule ovarien en maturation, provoque I'apparition du pic d'hormone lutéinisante
(LH). L’ovulation se produit habituellement 24 a 48 heures aprés le pic de LH.

Le follicule augmente progressivement sa production de progestérone au-dessus du taux basal (<0,5 ng/mL) quelques jours avant le pic de LH. Lorsque survient
le pic de LH, les valeurs de progestérone peuvent atteindre 2 a 4 ng/ml..

Au moment de 'ovulation, le taux de progestérone atteint des valeurs généralement comprises entre 4 et 10 ng/mL. Ceci se produit habituellement 11 a 13 jours
apres le début du pro-oestrus (caractérisé par la présence de sang et un gonflement de la vulve).

Apreés 'ovulation, le taux de progestérone continue a augmenter pour atteindre son maximum 2 a 3 semaines aprés le début du dioestrus. A noter qu’il y a de
grandes variations inter-races et inter-individus quant au moment de 'ovulation.

La détermination du taux de progestérone a l'aide du test OVUCHECK"” PREMATE permet, conjointement avec d’autres éléments tel que le comportement de
la chienne et la cytologie vaginale, de déterminer le moment de Povulation et, par conséquent, le moment optimal pour I'accouplement.

En fin de gestation, soit de 12 a 24 heures avant la parturition, le taux de progestérone chute pour atteindre des valeurs inférieures a 2 ng/ml.. Ainsi, un taux de
progestérone supérieur a la valeur basse du test PREMATE indique que la chienne a peu de chance de mettre bas dans les 12 a 24 heures.

Tel.: 1-888-8BIOVET  Fax: (450) 771-2996  Technical Services : support@biovet-inc.com

I@ Biovet Inc. 4375 Beaudry ave, St-Hyacinthe (Qc) J2S W2 Canada
' Can. Vet, Biol. Estab. Lic. No. 49 www.blovet.ca




= ovel

PRELEVEMENTS
Rythme des prélévements :

Pour déterminer le moment de ovulation, les premiers échantillons sont recueillis et testés des apparition des sighes marquant le début de I'oestrus (faibles
pertes de sang, acceptation du male ou frottis vaginal caractéristique) ce qui correspond a environ 6 a 9 jours apres le début du pro-oestrus.

Dans le cas d’une chienne qui présente des antécédents connus d’infertilité, ou si vous suspectez une ovulation précoce, il est préférable de commencer les tests
des le pro-oestrus afin d’établir le niveau basal de progestérone a des fins de comparaison.

Collecte des échantillons :

Sérum : Recueillir un échantillon de sang dans un tube sec (1 mL de sang est suffisant). L’utilisation de tubes SST (avec gel séparateur) n’est pas recommandée.
Laisser coaguler pendant approximativement une demi-heure a température ambiante et utiliser le sérum surnageant pour le dosage.

Plasma : Recueillir un échantillon sanguin dans un tube hépariné et séparer le plasma des globules rouges par centrifugation, puis utiliser le plasma pour le
dosage.

PROTOCOLE D'UTILISATION

Amener I'ensemble des composantes a température ambiante environ 30 minutes avant utilisation. S’assurer de '’homogénéité de chacune des solutions avant
leur utilisation en les agitant.

Préparation du substrat :

e Enlever le capuchon a vis du flacon D puis oter et se débarrasser du bouchon.
% e Introduire le comprimé de substrat sans le toucher dans le flacon D en exercant une pression au travers de la feuille métallique (veiller a ne pas
S toucher a la pastille avec les doigts).
e Placer 'embout fourni dans le flacon D. Mettre le capuchon et visser fort pour faire rentrer 'embout fermement dans le col du flacon.

e Agiter a plusieurs reprises le flacon D jusqu’a dissolution complete du comprimé (peut nécessiter 15 a 30 minutes). La solution prend une
couleur jaune, orangée ou rose.

4 Biovet Inc. 4375 Beaudry ave, St-Hyacinthe (Qc) J2S W2 Canada
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Conservation du substrat:

e Fcrire la date sur I’étiquette. Le mélange préparé dans le flacon D est stable pour une période maximale de trois mois si on le conserve 4 une température
entre 2 et 7°C.

e Cette solution peut ¢tre congelée pour une plus longue conservation. La date de péremption est alors celle indiquée sur I’étiquette extérieure de la trousse.
On peut fractionner la solution D afin d’éviter les cycles de congélation/décongélation. Par exemple, on peut utiliser des seringues a insuline (0,6 mL patr
seringue). Il n’y aura ainsi qu’a sortir une seringue du congélateur a chaque utilisation.

e La couleur de la solution du flacon D activée peut changer légerement avec le temps mais ceci n’affecte pas l'interprétation des résultats.

Réalisation du test de progestérone :

Deux étalons sont fournis (A et B). IIs doivent étre utilisés tous les deux a chaque essai pour valider celui-ci.
1. Sortir une barrette de son emballage plastique.

2. Prélever le nombre de puits nécessaires (2 + n, n étant le nombre d'échantillons a tester) en séparant les puits les uns des autres. Remettre les puits non
utilisés dans le sachet en plastique. Identifier d’un trait le haut du premier puits utilisé.
3. En utilisant une nouvelle pipette pour chaque échantillon et chaque étalon et en tenant la pipette verticalement, ajouter :
e 1 goutte d’étalon A dans le premier puits.
e 1 goutte d’étalon B dans le deuxi¢me puits.
e 1 goutte de I’échantillon a tester dans le troisicme puits.
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Chacun des échantillons doit étre déposé dans un puits différent. Les puits
doivent contenir soit un échantillon, soit un étalon, mais pas les deux.

Si la pipette n’est pas complétement a la verticale, le volume de la
goutte peut étre plus faible et réduire la précision du test.

U U

AHE

Ech

4. En tenant le flacon C verticalement, ajouter 4 gouttes du réactif C dans
chacun des puits.

A

5. Couvrir les puits d’une feuille de papier opaque et laisser reposer
pendant 15 minutes a la température ambiante.
Veiller a ne pas inverser les bouchons des flacons de conjugué (C)

et de substrat (D).
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6. Vider le contenu des puits dans ’évier et rincer délicatement les puits 3

fois en utilisant de ’eau du robinet (tempérée). Sécher en tapotant sur
du papier absorbant. Eviter un séchage excessif.

7. En tenant le flacon D (ou la seringue a insuline) verticalement, ajouter

4 gouttes du substrat préparé dans chacun des puits.

A H K

8. Couvrir les puits d’'une feuille de papier opaque pour les mettre a
I'abri de la lumicre. Laisser reposer 15 minutes a la température
ambiante.

9. Agiter légerement les puits et comparer la couleur de Iéchantillon a
celles obtenues pour les étalons (bas et élevé) pour linterprétation
des résultats.



e  Afin de mieux visualiser les résultats, placer les puits sur un fond blanc et observer les puits du dessus.
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e Avant d’interpréter les résultats, il est important de vérifier que I’étalon A (étalon progestérone bas) soit d’un rose plus foncé que I’étalon B (étalon progestérone haut).

A B Ech A B Ech A B Ech A B Ech A B Ech
wuamoss QO @ OO0 | OO0 | OO0 OO0
I’échantillon est plus rose que | L’échantillon est aussi rose que | L’échantillon est plus pale que | L’échantillon est identique a B | L’échantillon est plus clair que
A (étalon bas). La A (étalon bas). La I’étalon A mais plus foncé que | (étalon fort). La concentration | B (étalon fort). La
concentration en progestérone | concentration en progestérone | I’étalon B. La concentration en | en progestérone est autour de | concentration en progestérone
est inférieure a celle de I'étalon | est autour de 3 ng/mlL. progestérone est entre 3 et 10 | 10 ng/mL. est supérieure a 10 ng/mL.
bas (3 ng/mL). ng/mlL.
SUIVI DES La chienne est en phase de | La chienne est en phase de | L’ovulation est imminente. | La chienne vient d'ovuler. Une | La chienne a ovulé. Procéder
CHALEURS pro-oestrus. Tester a nouveau | pro-oestrus. Tester a nouveau | Renouveler le test 1 jour plus | période de 2 a 3 jours est alors | sans délai a 'accouplement.
dans 2 jours. dans 2 jours. tard. nécessaire pour que Ilovule
termine sa maturation. Du fait
de la survie assez longue des
spermatozoides dans les voies
génitales de la  chienne,
procéder a l'accouplement dans
1 jour ou 2.
DETECTION La chienne est probablement a | En principe, la chienne ne devrait pas mettre bas dans les 24 | La chienne n’est pas a terme. En principe, elle ne doit pas mettre
DU TERME! terme et devrait mettre bas | prochaines heures. Renouveler le test 1 jour plus tard. bas avant 48 heures. Tester 4 nouveau dans 2 jours.
dans les 12 a 24 heures.
ANOESTRUS La chienne ne sécrete pas de | La chienne sécrete de la progestérone. Les chaleurs sont probablement passées inapercues ou la chienne présente une pathologie
PROLONGE progestérone. Deux | ovarienne. Renouveler le test dans un mois afin de documenter la durée de I'augmentation de progestérone.
hypothéses sont possibles: elle
n’a pas ovulé, ou elle n’a pas
été en chaleur dans les 2 mois
précédents.

! Le dosage de la progestérone a lui seul ne permet pas de déterminer le moment précis du déclenchement de la mise-bas. Cette valeur doit étre interprétée a la lueur des autres criteres
permettant d'estimer le moment de la parturition.
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PRECAUTIONS:

Conserver la trousse a une température allant de 2 a 7°C. NE JAMAIS CONGELER.

Conserver les flacons contenant les étalons en position verticale de fagon a ce que le liquide ne touche
pas le bouchon.

Ne pas utiliser la trousse apres la date de péremption.

Ne jamais réutiliser des puits ayant déja servi.

Ne pas mélanger les composantes d’une trousse (puits et réactifs) avec celles d’une autre trousse.
Les solutions dans les flacons A, B et C contiennent un agent de conservation.

Si le produit éclabousse les yeux ou la peau, les laver abondamment avec de I'eau du robinet.

Lorsque I'on vide le contenu des puits dans Iévier, rincer complétement celui-ci avec un grand volume d’eau du
robinet.

Réserver a un usage diagnostique vétérinaire zz vitro.
Ne pas laisser a portée des enfants.
Ne pas pipeter de solutions a la bouche.

OVUCHECK® PREMATE est un test de dosage semi-quantitatif de la progestérone. Si un dosage quantitatif est
nécessaire, il est recommandé d'utiliser la trousse OVUCHECK® PLASMA.

Pour toute information supplémentaire, contactez le service technique de Biovet Inc. (support@biovet-
inc.com).

CONTENU DE LA TROUSSE

1

o8

PREMATE 5 PREMATE 10

A 1X1,0mL A 1X1,0mL Etalon seuil bas
(3 ng/ml de progestérone)

prét a 'emploi '

B 1X1,0mL B 1X1,0mL Etalon seuil haut
(10 ng/mL de progestérone)
prét a 'emploi '

C 1X5,0mL C 1X85mL Conjugué prét a 'emploi

D 1X8,5mL D 1X85mL Tampon substrat
1 tablette 1 tablette Substrat
2X38 4X8 Puits sensibilisés
18 35 Pipettes en plastique
1 1 Poire en caoutchouc

pour pipettes en plastique

Conserver les flacons contenant les étalons en position verticale de facon a ce que le liquide ne touche pas le bouchon.
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