EXPEDIENTE: 2019-0-81

PLIEGO PRESCRIPCIONES TECNICAS PARTICULARES PARA EL SUMINISTRO DE
REACTIVOS Y MATERIAL PARA EL ESTUDIO DE PATOLOGIAS METABOLICAS
HEREDITARIAS EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA DEL HOSPITAL 12 DE
OCTUBRE

El presente pliego de Prescripciones Técnicas, de acuerdo con el articulo 123 de la Ley 9/2017, de
8 de noviembre de Contratos del Sector Puablico y el articulo 68 del RGLCAP, aprobado por Real
Decreto 1098/2001, de 12 de octubre, contiene las prescripciones técnicas particulares que han de
regir la ejecucion del SUMINISTRO DE REACTIVOS Y MATERIAL PARA EL ESTUDIO DE
PATOLOGIAS METABOLICAS HEREDITARIAS EN EL LABORATORIO DE
BIOQUIMICA DEL HOSPITAL 12 DE OCTUBRE

OBJETO DEL CONTRATO
El presente contrato tiene por objeto el suministro de reactivos y material necesario para
determinaciones analiticas de secuenciacion para la realizacion de las diversas técnicas

especificadas en este pliego, para el laboratorio de Enfermedades Mitocondriales y
Neuromusculares del Servicio de Bioquimica.

LOTE 1:

REACTIVOS PARA SECUENCIACION MASIVA PARALELA DEL ADN
MITOCONDRIAL (mtDNA) Y CUANTIFICACION DE ADN

ESPECIFICACIONES GENERALES.

- La oferta incluira todo lo necesario para identificar o confirmar la presencia o ausencia de
mutaciones o pequefias inserciones/deleciones en el genoma mitocondrial a partir de ADN
de pacientes con sospecha de patologia mitocondrial.

- La oferta incluird todo lo necesario para realizar dichos estudios en el equipo de
secuenciacion masiva PGM de applied Biosystems ya en funcionamiento en el area de
gendémica del Hospital.

- Lametodologia empleada estard basada en una amplificaciéon previa del ADN mitocondrial
completo mediante PCR larga, fragmentacion enzimatica, generacion de una libreria
especifica para su posterior amplificacion mediante PCR en emulsion, seleccion de un
tamafio en torno a 200 pares de bases, cuantificacion, amplificacion por PCR en emulsion
y su posterior secuenciacion secuenciacion masiva paralela, también conocida como NGS
(del inglés “next generation sequencing’)
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- Deben incluirse reactivos para el etiquetado molecular de muestras de distintos origenes o

pacientes.

- Capacidad de secuenciacién entre 600 Mb y 2 G de datos de secuencia y entre 4y 5,5
millones de lecturas por run.

- Cualquier cambio en las caracteristicas de los reactivos/material serd comunicado con un
tiempo no inferior a un mes, no suponiendo nunca un incremento en el coste del producto.

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS REACTIVOS - LOTE 1:

Caracteristicas generales de los reactivos:

ORDENES 2-7:

Los reactivos deben ser compatibles con el equipo de secuenciacion masiva “lon PGM
Sequencer” y el equipamiento auxiliar “Jon OneTouch ”, equipos ya existentes en el
Hospital.

ORDENES 8-9:

Los reactivos deben ser compatibles con los equipos “E-Gel iBase Unit” y “E-Gel Safe
Imager transiluminator unit” ya existentes en el Hospital.

ORDENES 11-12:

Los reactivos deben ser compatibles con el equipo de electroforesis capilar en chip
“Bioanalyzer 21007, equipo ya existente en el Hospital.

ORDEN 14:

Los reactivos y material deben ser compatibles con el fluorimetro “Qubit 2.0” ya
existente en el Hospital.

N° COD. ARTICULO
Orden | ART (Caracteristicas especificas)
KIT POLIMERASA AMPLIFICACION FRAGMENTOS LARGOS
1 - Amplificacién de productos de PCR de hasta 20 Kb con poca o ninguna

optimizacidn para su uso en plataformas NGS.

- Reactivos (dNTPs, enzima, buffers y reactivos auxiliares) en viales
separados.

- Vial con 1000 U de enzima.
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N° COD. ARTICULO
Orden | ART (Caracteristicas especificas)

KIT FRAGMENTACION Y PREPARACION DE LIBRERIAS
SECUENCIACION MASIVA

- Obtencion de librerias basado en digestion enzimatica rapida

- Tiempo de elaboracidon de librerias de ADN genémico y amplicones
en 2 horas.

- Cantidad de ADN inicial necesario para la libreria menor de 100 ng.

- Permita modular un tamafio de inserto de fragmento adecuado segin
la longitud de lectura deseada y la aplicacion

- Kit para al menos 10 reacciones de fragmentacion y preparacion de
librerias.

KIT IDENTIFICADORES MULTIPLEXADO 1 A 16 MUESTRAS

- Adaptadores de codigos de barras para hasta 16 muestras.

02B649

- Especificidad y uniformidad adecuadas que garantice la identificacion
de la muestra y un rendimiento similar en la preparacion de librerias
con cada uno de los oligonucledtidos de multiplexado.

- 16 viales independientes de 20 uL.

REACTIVOS AMPLIFICACION POR EMULSION CLONAL
02B646 - Reactivos y fungibles necesarios para amplificacion clonal de librerias

de fragmentos de hasta 400 pares de bases sobre esferas mediante
PCR en emulsion.

- Kit para al menos 8 reacciones de amplificacion.

KIT PARA SECUENCIACION MASIVA PARALELA
02B647 - Reactivos y consumibles necesarios para secuenciacién masiva

S paralela de librerias de 200 y 400 pares de bases.
- Kit para al menos 8 reacciones de secuenciacion.

- Tiempo de secuenciacion entre 3-5 horas.
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NO
Orden

COD.
ART

ARTICULO
(Caracteristicas especificas)

02B888

ESFERAS MAGNETICAS PARA ENRIQUECIMIENTO DE
PRODUCTO PCR DE EMULSION CLONAL
- Esferas magnéticas acopladas a estreptavidina para enriquecimiento de

los productos de amplificacion clonal por emulsién marcados con
biotina.

- Reactivo para al menos 10 reacciones de enriquecimiento.

02B651

CHIPS PARA SECUENCIACION MASIVA PARALELA
- Chips para secuenciacion masiva paralela.

- Capacidad de secuenciacion entre 600 Mb y 2 G de datos de secuencia
y entre 4 y 5,5 millones de lecturas por run.

- Envase que contenga al menos cuatro chips.

GEL AL 2% AGAROSA SELECCION DE TAMANOS

- Gel de agarosa al 2% pre-fabricado para seleccion de tamafios a partir
de librerias de ADN para su posterior secuenciacién masiva paralela.

- Geles que incorporan SYBR Gold II para la tinciéon de ADN de doble
cadena y su visualizacion posterior mediante iluminacién con luz azul.

- Recogida del tamafio seleccionado por succion directa sobre el gel.

- Envase que contenga al menos 10 geles.

MARCADOR ADN SELECCION TAMANOS

- Marcador de tamafios de ADN de doble cadena para gel de agarosa en
el rango de 50 a 1500 pb, constituido por 19 bandas y con las bandas
de 1000, 500 y 200 pares de bases mas marcadas.

- Volumen de 2.5 mL de marcador distribuidos en dos viales
independientes.

10

ESFERAS MAGNETICAS PURIFICACION/SELECCION DE
TAMANOS EN SOLUCCION
- Esferas magnéticas para la limpieza y purificacion en solucion de

productos de PCR, ADN y librerias NGS.
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NO
Orden

COD.
ART

ARTICULO
(Caracteristicas especificas)

10

- Eliminacién eficiente de dNTPs no incorporados, cebadores, dlmeros
de cebadores, sales y otros contaminantes.

- Envase de 60 mL

11

02B652

KIT CUANTIFICACION ADN EN CHIP RANGO 50-7000
- Kit para cuantificacion y separacion de tamafios de ADN de doble

cadena en un rango de 50 a 7000 pares de bases en chips
microfluidicos.

- Kit con al menos 10 chips, suficientes para 110 muestras.

12

KIT CUANTIFICACION ADN EN CHIP RANGO 25-1000
- Kit para cuantificacion y separacion de tamafios de ADN de doble

cadena en un rango de 25 a 1000 pares de bases en chips
microfluidicos.

- Kit con al menos 25 chips, suficientes para 300 muestras.

13

02C192

KIT PARA CUANTIFICACON ADN RANGO 0,2-100 NG
- Reactivos para cuantificacion fluorimétrica rapida y especifica de

ADN de doble hebra en tubo en un rango de medida de 10 pg/ulL a
100 ng/uL.

- Kit para al menos 500 ensayos.

14

TUBOS 1.5 ML BAJA AFINIDAD ADN
- Tubos de polipropileno de 1.5 mL disefiados para una minima

adherencia a ADN.
- Libres de ADN, DNasa, RNasa ¢ inhibidores de PCR.

- Envase de 250 tubos en bolsas independientes con 50 tubos cada una.

CONTROL DE CALIDAD - LOTE 1:
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Se incluir4 sin sobrecostes la inscripcién anual, mientras dure el contrato, en un programa
de control de calidad externo internacional de analisis de mutaciones y variantes del ADN
mitocondrial, tipo EMQN (European Molecular Genetics Quality Network).

LOTE 2: REACTIVOS PARA GENERAR LIBRERIAS PARA SECUENCIACION
MASIVA

ESPECIFICACIONES GENERALES LOTE 2:

La oferta incluira todo lo necesario para la preparacion de librerias a partir de la captura
con sondas de ADN biotiniladas especificas de las regiones codificantes de los genes del
genoma humano, descritos en CCDS, ClinVar, Ensembl, GENCODE, OMIM, RefSeqy
VEGA, con al menos el 99.5% de cobertura y miRBase con al menos el 98% de cobertura.

La oferta incluira todo lo necesario para realizar dichos estudios en el equipo de
secuenciacién masiva “NextSeq 500” de Illumina ya en funcionamiento en el 4rea de

genémica del Hospital.

La metodologia empleada estara basada en una fragmentacion enzimatica del ADN, en un
rango de concentracion de 1 ng hasta 1 pg mediante tratamiento con fragmentasas y no por

tagmentacion.

Deben incluirse reactivos para el etiquetado molecular de muestras de distintos origenes o

pacientes.

Cualquier cambio en las caracteristicas de los reactivos/material serd comunicado con un
tiempo no inferior a un mes, no suponiendo nunca un incremento en el coste del producto.

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS REACTIVOS - LOTE 2:

Caracteristicas generales de los reactivos:

Se deben incluir los reactivos para la captura, los reactivos de preparacion de librerias, los
adaptadores de secuenciacion masiva, los reactivos para purificacion de 4cidos nucleicos y
todos aquellos reactivos adicionales para el procesamiento de la muestra de captura de

secuencia.

Los reactivos deben ser compatibles con los equipos de secuenciaciéon masiva “NextSeq
500” de la marca Illumina que existen en el hospital.
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Codigo
Articulo

ARTICULO
(Caracteristicas especificas)

15

KIT DE SONDAS PARA CAPTURA

Panel constituido por sondas de DNA biotilniladas capaces de
capturar de forma especifica el conjunto de genes del genoma
humano, descritos en CCDS, ClinVar, Ensembl, GENCODE,

OMIM, RefSeq y VEGA, con al menos el 99.5% de cobertura
y miRBase con al menos el 98% de cobertura.

Disefio de sondas reforzado con sondas adicionales para
capturar de forma mas eficiente regiones clinicamente
relevantes.

El sistema de captura de secuencia debe permitir secuenciar a
una cobertura de al menos 20X el 95% de las regiones
incluidas en el disefio, y €l 98% de aquellas regiones
clinicamente relevantes, empleando una capacidad de
secuenciacion de 60 millones de lecturas por muestra. También
debe posibilitar la deteccién de SNPs con un 98% de
sensibilidad y un 99% de especificidad.

El sistema de captura de secuencia debe posibilitar realizar la
captura de secuencia de varias muestras a la vez, en reacciones
de captura multiplex con un minimo de 6 muestras por
reaccion de captura de secuencia.

El sistema de captura de secuencia debe asegurar un minimo
del 85% de lecturas que mapeen con las regiones a capturar.

Kit para al menos 4 reacciones de captura.

16

KIT DE 96 ADAPTORES

Set de 12 adaptadores para secuenciaciéon masiva.

Deben poder ser introducidos por técnicas de ligacion T-A a
fragmentos de ADN bicatenario, y deben poseer indices de 6
pares de bases.

Kit suficiente para al menos 96 muestras.
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Codigo
Articulo

ARTICULO
(Caracteristicas especificas)

KIT DE REACTIVOS ADICIONALES PARA PROCESADO DE
CAPTURA

El kit debe incluir oligonucledtidos de bloqueo universales,
compatibles con indices de 6 y 8 bases, asi como oligos de
amplificacion de librerfas de secuenciacién masiva, polimerasa
para PCR de alta fidelidad y tampones de hibridacion y
lavados de las librerias capturadas.

Kit para al menos 24 reacciones de procesado de captura.

18

KIT DE PREPARACION DE LIBRERIAS

El kit debe contener los reactivos necesarios para la
preparacion de librerias partiendo desde 1 ng hasta 1 ug de
ADN, con un protocolo rapido y sencillo.

La fragmentacion del ADN debe ser enzimatica, mediante
tratamiento con fragmentasas y no por tagmentacion.

Todo el proceso de fragmentacion y demads pasos de
preparacion de libreria debe poder realizarse en el mismo vial

de trabajo.

El % de conversion, o transformacion de ADN a libreria, debe
ser superior al 80% cuando se parta de 100 ng de ADN.

El kit debe permitir la preparacion de librerias con sesgos
minimos hacia regiones ricas en GC.

Kit para al menos 24 muestras.

VERIFICACION Y ESTUDIOS DE SEGREGACION DE VARIANTES DETECTADAS:

- Se incluiran sin sobrecostes 100 pares de cebadores (25 nmol, desalados) especificos para
la amplificacién mediante PCR, necesarios para la validacién mediante secuenciacion de
ADN convencional tipo Sanger de las variantes genéticas identificadas que sean
clasificadas como patogénicas o probablemente patogénicas en el paciente indice y en
subsiguientes estudios de portadores y segregacion familiar

LOTE 3: REACTIVOS PARA SECUENCIACION MASIVA de ADN
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ESPECIONES GENERALES LOTE 3.

- La oferta incluira todo lo necesario para 150 ciclos de secuenciacion por sintesis de
librerias NGS.

- La oferta incluird todo lo necesario para realizar dichos estudios en el equipo de
secuenciacion masiva “NextSeq 500 de la marca Illumina ya en funcionamiento en el area

de genémica del Hospital.

- La metodologia empleada estara basada en amplificacion clonal en soporte solido mediante
“bridges” y su posterior secuenciacion “Paired-End” por sintesis.

- Capacidad de secuenciacion entre 400 Millones de lecturas y 60 Gb de datos de secuencia.
- Cualquier cambio en las caracteristicas de los reactivos/material serd comunicado con un

tiempo no inferior a un mes, no suponiendo nunca un incremento en el coste del producto.

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS REACTIVOS - LOTE 3:

Caracteristicas generales de los reactivos:

- Los reactivos deben ser compatibles con los equipos de secuenciacion masiva “NextSeq
500 de la marca Illumina existentes en el hospital.

N° Cédigo ARTICULO
orden | Articulo (Caracteristicas especificas)

KIT SECUENCIACION MASIVA 150 CICLOS
- Kit debe contener: 1) cartucho con los reactivos necesarios para la

generacion de “clusters”, secuenciacion por sintesis “Paired-End” o
“Single-Read”, 2) buffer y 3) celda de flujo.

19
- Permite al menos 150 ciclos de secuenciacion por sintesis y la
generacion de hasta 60 Gb y 400 millones de lecturas.
- Facil carga de muestra y minima manipulacion de reactivos.
CONTROL CALIDAD TECNICO DE SECUENCIACION MASIVA
20 - Libreria obtenida a partir del genoma del fago PhiX para su uso

como control de los diferentes pasos del proceso de secuenciacion

masiva.
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Los adjudicatarios de los diferentes lotes se comprometeran a aportar durante el periodo
que dure el Concurso, aquellas innovaciones que supongan una mejora sensible y repercuta
sobre una mayor calidad en los resultados, a criterio del Hospital.

MUESTRAS SOLICITADAS PARA LA EVALUACION DE LOS PRODUCTOS: NO

o No obstante, y durante el periodo de evaluacion técnica de los productos ofertados, se
podran solicitar muestras en aquellos casos que se considere necesario, requisito
imprescindible para poder valorar la calidad del producto.

Madrid, 27 de mayo de 2019

SUBDIRECTORA MEDICA SERVICIOS JEFE DE SERVICIO DE BIOQUIMICA
CENTRALES S
— '::-?- v :.--:.-.-.;?_::.l"
%‘::E o - gt o tanteid
LI ¢ — 3
i h - <
MRS,
SERVY

Fdoj; Dra..Ramos Rodriguez Fdo.: Dra. Carmela Vargas Gallego

SERVICIO DE BIOQUIMICA/ANALISIS CLINICOS
LABORATORIO DE ENFERMEDADES MITOCONDRIALES Y NEUROMUSCULARES

é"?g—aér__ Eg‘}? vae i

Fdo.: Dr. Miguel Angel Martin Casanueva Fdo.: Alberto Bldzquez Encinar
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