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PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARTICULARES QUE HAN DE REGIR EL
CONTRATO PARA LA REALIZACION DEL SERVICIO DE ANALISIS DE MUESTRAS
BIOLOGICAS PARA EL PROYECTO CoTHEIA EN LA FUNDACION PARA LA INVESTIGACION
BIOMEDICA DEL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS MEDIANTE PROCEDIMIENTO
ABIERTO CON PLURALIDAD DE CRITERIOS. PROYECTO FINANCIADO POR EL INSTITUTO
DE SALUD CARLOS 111'Y COFINANCIADO CON FONDOS FEDER.

EXPEDIENTE: PA 1/25 IC119/00020

La totalidad de los requisitos previstos en este Pliego de Prescripciones Técnicas, salvo
cuando otra cosa se determine en el mismo, se entiende de cardcter esencial a todos

los efectos legales.

1. OBJETO Y FINALIDAD DE LA CONTRATACION

Contrato del servicio de analisis de muestras bioldgicas para la realizacion del Proyecto:
“EFFICACY, SAFETY AND COST-EFFECTIVENESS OF METHOTREXATE, ADALIMUMAB, OR
THEIR COMBINATION IN NON INFECTIOUS NON ANTERIOR UVEITIS: A MULTICENTER,
RANDOMIZED, PARALLEL 3 ARM, ACTIVE-CONTROLLED, PHASE 3 OPEN LABEL WITH
BLINDED OUTCOME ASSESSMENT STUDY, Proyecto CoTHEIA”, por parte de personal
del grupo de Patologia Musculoesquelética del Instituto de Investigacion Sanitaria del
Hospital Clinico San Carlos, gestionado por la Fundacion para la Investigacion Biomédica
del Hospital Clinico San Carlos. Este proyecto esta financiado por el Instituto de salud

Carlos lll y cofinanciado con Fondos FEDER.

2. CARACTERISTICAS GENERALES

El objeto del contrato sera la prestacion de un servicio externo que permita dar
cumplimiento a los objetivos del citado proyecto relacionados con la generacién y
analisis de datos genéticos, transcriptdmicos y de metilacion de las muestras que se
detallaran a continuacion. En este proyecto se dispone de muestras (tubos Tempus y

tubos con sangre total) pertenecientes a 78 sujetos, que han sido tomadas en diferentes
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momentos (visitas) de su seguimiento durante su participacién en el estudio. A fecha de
publicacion de este pliego, disponemos de muestras de 143 visitas. Dichos sujetos han
sido reclutados en 14 centros localizados en territorio espafol. Las muestras se han

recogido y almacenado en los propios centros o en sus Biobancos de referencia:

Centros participante Biobanco Referencia

H. Rio Hortega (Castilla y Ledn) Centro de Hemoterapia y Hemodonacién

de Castillay Ledn

H. Vall d’"Hebrén (Catalufia) IMID-Biobanco

H. Clinico San Carlos (Comunidad de | Biobanco del Hospital Clinico San Carlos

Madrid)

Fundacion Jiménez Diaz (Comunidad de | Biobanco Fundacion Jiménez Diaz

Madrid)

H. 12 de Octubre (Comunidad de Madrid) | Biobanco i+12

H. Infanta Leonor (Comunidad de Madrid) | BioBanco VIH HGM

H. La Paz (Comunidad de Madrid) Biobanco IdiPAZ

H. Rey Juan Carlos (Comunidad de | Biobanco Fundacién Jiménez Diaz

Madrid)

H. Doctor Peset (Comunidad Valenciana) | Biobanco IBSP-CV

H. General de Alicante (Comunidad | Biobanco ISABIAL

Valenciana)

H. Santiago de Compostela (Galicia) Biobanco CHUS
H. de Cruces (Pais Vasco) Biobanco Vasco
H. Donostia (Pais Vasco) Biobanco Vasco

H. Reina Sofia de Murcia (Regién de | Biobanco-IMIB

Murcia)

Cada una de las muestras sera identificada con un cédigo de centro, de sujeto, de visita

y de tipo de muestra.
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Las prestaciones se desarrollaran de conformidad con el presente pliego, el pliego de

clausulas juridicas particulares y el contrato resultante del presente procedimiento. La

totalidad de las especificaciones contenidas en este Pliego de Prescripciones Técnicas se

entenderan, salvo cuando otra cosa se establezca en el mismo, de cardcter esencial y, la

falta de cualquiera de ellas, determinara la exclusion de este procedimiento del licitador

correspondiente.

3. ESPECIFICACIONES TECNICAS

a.

Recogida de muestras: La empresa adjudicataria serd responsable de la
recogida, transporte y recepciéon de las muestras (estimacion de 143
tubos Tempus y 143 tubos con sangre total) desde los centros
participantes detallado en la seccién previa, asegurando el
mantenimiento adecuado de las condiciones de temperatura durante
todo el proceso mediante hielo seco y neveras con control de
temperatura. Ademas, debera garantizar la monitorizaciéon continua de
la temperatura de todos los envios mediante el uso de dispositivos de
control de temperatura, con entrega al cliente de un informe detallado
del registro de temperatura. En caso de desvios en la temperatura, se
deberd notificar la incidencia al cliente, debidamente documentada.
Ademads, se proporcionara un acuse de recibo, que detalle las muestras
enviadas, identificadas con la siguiente informacién: nombre del centro,
cédigo de sujeto, coédigo de visita y tipo de muestra. Las muestras
deberdn ser enviadas al laboratorio donde se realicen los servicios, que
debera de encontrarse en algin estado miembro de la Unién Europea. La
solicitud de transporte y recogida serd coordinada entre la empresa
adjudicataria y los centros participantes con una antelacién minima de
48 horas. En caso de que parte de los servicios se lleven a cabo en
localizaciones diferentes a la recepcién original (dentro o fuera de la
Union Europea), los envios necesarios deberan ser gestionados y
costeados por la empresa adjudicataria.

Extraccion de DNA: El DNA gendmico debera ser extraido a partir de las

muestras de sangre total (n=143) utilizando un protocolo optimizado y
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validado para muestras de sangre total. Este protocolo debe garantizar
una alta recuperacidon de DNA gendmico, la preservacion de la integridad
y tamafio del DNA, y la eliminacion eficaz de contaminantes (e.g.,
proteinas, lipidos, y residuos de reactivos, que puedan interferir con los
analisis posteriores.

Extraccion de RNA: El RNA total debera ser extraido a partir de las
muestras contenidas en tubos Tempus (n=143) utilizando un protocolo
optimizado y validado para muestras obtenidas con tubos Tempus. Este
protocolo debe garantizar una alta recuperacién de RNA, la preservacion
de la integridad del RNA y la eliminacién eficaz de contaminantes que
puedan interferir con los anadlisis posteriores.

Control de calidad del DNA extraido: EI DNA extraido debera ser
evaluado al menos, en términos de integridad (utilizando un Bioanalyzer
(Agilent) o tecnologia equivalente, confirmando su integridad mediante
electroforesis en gel), concentracién (cuantificado con tecnologia
fluorométrica, como Qubit (Life Technologies) o tecnologia equivalente)
y pureza (mediante espectrofotometria). Solo se aceptaran el
procesamiento posterior de muestras sin degradacién ni contaminacién,
con fragmentos mayores de 1000 pares de bases (bp), con una
concentracion = 5 ng/uL en un volumen minimo de 40 pL por muestra, y
unas relaciones 0D260/A280 entre 1,8 y 2,0 y 0D2026/2023 >1,8 y <3. El
licitador debera entregar un informe detallado de la calidad de cada
muestra (incluyendo perfiles del Bioanalyzer o similar y resultados de
concentracién/pureza) antes de proceder con las etapas posteriores.
Control de calidad del RNA extraido: El RNA extraido debera ser
evaluado al menos, en términos de integridad (utilizando un Bioanalyzer
(Agilent) o tecnologia equivalente, confirmando su integridad mediante
electroforesis en gel), concentracidon (cuantificado con tecnologia
fluorométrica, como Qubit (Life Technologies) o tecnologia equivalente)
y pureza (mediante espectrofotometria). Solo se aceptaran el
procesamiento posterior de muestras con un RNA Integrity Number (RIN)

> 8, una concentracion de > 5 ng/ulL con un volumen minimo de 40 plL por
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muestra, y una relacion A260/A280 entre 1,8 y 2,0. El licitador debera
entregar un informe detallado de la calidad de cada muestra (incluyendo
perfiles del Bioanalyzer o similar y resultados de concentracion/pureza)
antes de proceder con las etapas posteriores.

Transcriptomica: Este procedimiento sera llevado a cabo con todas las
muestras de RNA (n=143). Antes de la secuenciacion, las muestras de
RNA (n=143) deberan ser tratadas con el fin de llevar a cabo la
eliminacion de RNA ribosomal y la deplecidn de globinas, utilizando
métodos estdndar validados para muestras obtenidas de sangre total que
minimicen el sesgo en la representacidn de transcritos. Tras este paso, se
deberd verificar la calidad del RNA tratado mediante analisis
fluorométrico (e.g., Qubit) y perfilado de integridad (e.g., Bioanalyzer o
equivalente), asegurando un indice de calidad (RIN) adecuado para la
preparacion de bibliotecas (RIN > 7). Ademas, se confirmard mediante
métodos estandarizados que el RNA ribosomal y las globinas se han
eliminado eficientemente. Posteriormente, se procedera a la
preparacion de librerias especificas para RNAseq. Este proceso incluira la
fragmentacion del RNA tratado, la sintesis de cDNA, y la adicion de
adaptadores para la secuenciacién mediante protocolos optimizados que
garanticen la uniformidad en la representacién de los transcritos. Tras la
generacion de las librerias, se realizara un control de calidad para evaluar
el tamafio de los fragmentos mediante un Bioanalyzer (Agilent) o
tecnologia equivalente, cuantificar la concentracion utilizando métodos
fluorométricos como Qubit (Life Technologies) o similar, y verificar la
ausencia de contaminantes como adaptadores libres, productos no
deseados o fragmentos de tamario fuera de los rangos establecidos. Solo
se aceptaran librerias con tamafios esperados (300-400 bp, incluidos
adaptadores) y una concentracién suficiente para la secuenciacion. Esta
secuenciacion debera llevarse a cabo mediante tecnologia de lectura
pareada (paired-end sequencing) con longitud de lectura de 2x150bp, en
un secuenciador de ultima generacidon (e.g., lllumina NovaSeq o

equivalente). Cada muestra debera ser secuenciada con una profundidad
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minima de 60 millones de pares de lecturas (unos 18 GB de datos brutos
por muestra).

Secuenciacion del genoma completo (Whole Genome Sequencing,
WGS): Este procedimiento solo serd llevado a cabo para las muestras

III

identificadas como “visita basal” (n=78). Para la preparacion de las
librerias de WGS, el DNA gendmico sera fragmentado y sometido a un
proceso de reparacion de extremos y adicion de adaptadores mediante
protocolos optimizados y validados. Tras la generacion de las librerias, se
debera realizar un control de calidad para garantizar el tamafio adecuado
de los fragmentos (medido mediante un Bioanalyzer o tecnologia
equivalente), cuantificar la concentracion mediante métodos
fluorométricos, y confirmar la pureza y ausencia de contaminantes que
puedan interferir con la secuenciacion. Las librerias deberan cumplir con
los estdndares establecidos para la tecnologia de secuenciacién
empleada. Posteriormente, se llevard a cabo la secuenciacién mediante
tecnologia de lectura pareada (paired-end sequencing) con longitud de
lectura de 2x150bp. Cada muestra debera alcanzar una cobertura
promedio de 45x (unos 135GB de datos brutos por muestra), asegurando
la representacion uniforme de todas las regiones genémicas.

Secuenciacion del genoma completo con conversiéon por bisulfito
(Whole Genome Bisulfite Sequencing, WGBS): Este procedimiento sera
llevado a cabo con todas las muestras de DNA gendmico (n=143). Antes
de llevar a cabo la secuenciacion, se realizara la conversion del DNA
mediante bisulfito para identificar patrones de metilacidon a nivel de un
solo nucledtido. A continuacion, se procederd a la preparacion de las
librerias especificas para WGBS, incluyendo la fragmentacidon del DNA
convertido y la adicién de adaptadores mediante protocolos optimizados
para preservar la representacién de regiones metiladas y no metiladas.
Posteriormente, se llevara a cabo un control de calidad de las librerias
para evaluar el tamafio y la integridad de los fragmentos generados tras
la conversidon por bisulfito, utilizando un Bioanalyzer (Agilent) o

tecnologia equivalente. Adicionalmente, se deberd cuantificar Ia
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concentracion mediante métodos fluorométricos como Qubit vy
confirmar la ausencia de contaminantes. Solo se aceptardan librerias que
cumplan con los estdndares necesarios para garantizar la cobertura
uniforme del genoma convertido. Posteriormente, se llevara a cabo la
secuenciacion mediante tecnologia de lectura pareada (paired-end
sequencing) con longitud de lectura de 2x150bp. Cada muestra debera
alcanzar una cobertura promedio de 45x a nivel del genoma completo
(unos 135GB de datos brutos por muestra).

Analisis bioinformatico y entrega de resultados de WGS: El andlisis
incluira el procesamiento inicial de los datos con filtrado de lecturas de
baja calidad y eliminacién de adaptadores, seguido de la alineacidn de las
lecturas al genoma de referencia mediante herramientas estdndar como
BWA o Bowtie2. Posteriormente, se identificaran variantes gendmicas
como single nucleotide polymorphisms (SNPs) e INDELs utilizando
software como GATK o FreeBayes. Tras la finalizacién del analisis
bioinformatico, se entregardn los archivos con datos crudos generados
por la secuenciacién por cada muestra en formato FASTQ, todos los
archivos intermedios generados durante el analisis bioinformatico
(incluyendo alineamientos (BAM), archivos de variantes detectadas (e.g.,
VCF) y un informe detallado con las métricas de calidad, que incluya al
menos el porcentaje de cobertura del genoma, la profundidad promedio
y la uniformidad de cobertura), asi como los resultados del andlisis
estadistico basico para identificacion de variantes genéticas, incluyendo
SNPs y variantes estructurales.

Analisis bioinformatico y entrega de resultados de WGBS: El anilisis
incluira el procesamiento inicial de los datos con filtrado de lecturas de
baja calidad y eliminacién de adaptadores, seguido de la alineacidn de las
lecturas al genoma de referencia utilizando herramientas especificas
para datos de bisulfito como Bismark. A continuacidn, se identificaran los
sitios de metilacién y se cuantificardn los niveles de metilacién, con
especial atencién a las regiones CpG. Tras la finalizacién del analisis

bioinformatico, se entregardn los archivos con datos crudos generados
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por la secuenciacién por cada muestra en formato FASTQ, todos los
archivos intermedios generados durante el analisis bioinformatico
(incluyendo alineamientos (BAM), archivos de variantes de metilacion
(e.g., BED o VCF) y un informe detallado sobre las métricas de calidad,
gue incluya al menos la eficiencia de conversion por bisulfito, la cobertura
de regiones CpG vy la uniformidad de cobertura), asi como los resultados
del analisis estadistico basico para identificar patrones diferenciales de
metilacion.

Analisis bioinformatico y entrega de resultados RNAseq: El andlisis
deberd incluir el procesamiento inicial de los datos, con filtrado de
lecturas de baja calidad y eliminacion de adaptadores, seguido de la
alineacidn de las lecturas a un genoma de referencia adecuado utilizando
herramientas estdndar como STAR o HISAT2. Posteriormente, se realizara
la cuantificacion de expresidon génica a nivel de genes y transcritos
mediante software validado como FeatureCounts o Salmon. Tras la
finalizacion del andlisis bioinformatico, se entregaran los archivos con
datos crudos generados por la secuenciaciéon por cada muestra en
formato FASTQ, todos los archivos intermedios generados durante el
anadlisis bioinformatico (como alineamientos en formato BAM y un
informe detallado con las métricas de calidad del alineamiento vy Ia
distribucién de lecturas por transcritos, que incluya al menos el
porcentaje de lecturas validas, la calidad promedio por base, y la
evaluacién de la presencia de sesgos significativos en el contenido GC),
asi como los resultados del analisis estadistico basico de expresion génica
(e.g., matrices de conteo de transcritos en formato CSV o Excel) y
visualizacidn inicial de resultados.

Entrega de resultados: Los archivos y documentos mencionados en los
puntos i, j y k deberan ser entregados en un disco duro externo (nuevoy
debidamente rotulado) con capacidad suficiente para albergar la
totalidad de los datos generados en el proyecto. El disco duro deberd
estar formateado en un sistema de archivos compatible (por ejemplo,

NTFS o exFAT) y ser entregado junto con cualquier documentacién o
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metadatos relevantes. Ademas, deberdn estar disponibles en un
repositorio en la nube que permita la descarga directa, a través de un
enlace seguro (con los permisos de acceso y credenciales necesarias) para
la descarga de toda la informacidn. El proveedor deberd mantener los
datos en la nube por un periodo minimo de 1 mes, garantizando la
confidencialidad y la integridad de la informacion.

Gestion de muestras sobrantes: Una vez finalizados los trabajos y tras el
visto bueno del licitante, las muestras no utilizadas deberan ser devueltas
a los centros de origen en condiciones adecuadas para su conservacién
futura. La empresa adjudicataria debera garantizar la monitorizacidn
continua de la temperatura de todos los envios mediante el uso de
dispositivos de control de temperatura, con entrega al cliente de un
informe detallado del registro de temperatura. En caso de desvios en la
temperatura, se deberd notificar la incidencia al cliente, debidamente
documentada. Ademads, se proporcionara un acuse de entrega, que
detalle las muestras devueltas, identificadas con la siguiente
informacién: nombre del centro, cddigo de sujeto, cddigo de visita y tipo
de muestra. La empresa adjudicataria serd responsable de coordinar la
notificacién de devolucién al centro de origen y la entrega
correspondiente, gestionando esta comunicacidon con una antelacion
minima de 48 horas. Asimismo, deberd proporcionar informacién sobre
el seguimiento de la calidad del servicio y gestionar toda Ia
documentacién asociada al envio, para garantizar la trazabilidad y la

correcta conservacion de las muestras.

4. COMPROMISOS DEL CONTRATISTA

El contratista se comprometera al correcto desarrollo de la prestacién, con empleo

de todos los medios que resulten necesarios para su adecuada calidad.

En relacidn al transporte de las muestras bioldgicas, el adjudicatario se obliga a

adecuar el sistema y los medios de transporte, temperatura, tiempo de traslados,

medidas higiénicas, etc. para asegurar la integridad de las muestras bioldgicas vy el

cumplimiento de las especificaciones recogidas en este pliego.
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En cualquier caso, el adjudicatario garantizara:

- El desplazamiento de los envios hasta el vehiculo.

- Lacargay aseguramiento de los mismos.

- Eltransporte entre direcciones.

- Laentrega en el punto de destino.

- La cumplimentacion de la documentacion de control y gestién.
- La entrega de albaranes justificativos del servicio realizado.

- Control de temperatura.

- El seguimiento y confirmacién de entrega.

La empresa designard una persona responsable, que se encargara de organizar y
coordinar la actividad del personal para la correcta ejecucidn del servicio, supervisar las
tareas de dicho personal, afrontar las incidencias que se produzcan y mantener el
contacto necesario con las personas designadas por el equipo investigador. Ostentara la
adjudicataria la representatividad legal y la responsabilidad principal de los seguros en

caso de accidentes, cuyos costes correran siempre de su cuenta.

El servicio objeto del contrato se desarrollard de conformidad con lo dispuesto en el
presente pliego, el pliego cldusulas juridicas particulares y el contrato resultante.

Los productos y servicios presentados a este procedimiento, deberan cumplir la
legislacidn vigente que sea de aplicacion.

El contratista debera respetar el caracter confidencial de aquella informacidn a la que
tenga acceso con ocasién de la ejecucion del contrato a la que se le hubiese dado el
referido cardacter en los pliegos o en el contrato, o que por su propia naturaleza deba ser
tratada como tal, quedando el contratista sometido a la normativa nacional y europea
en materia de proteccién de datos, siendo ésta una obligacién contractual esencial

(211.1.f LCSP).

5. PLAZO DE EJECUCION

Condicidén previa al inicio de la ejecucion del contrato:
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El inicio de la ejecucién del contrato estard condicionado a la obtencién de las
aprobaciones necesarias por parte del Comité de Etica y de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), relacionadas con las modificaciones

sustanciales propuestas del proyecto CoTheia.

Una vez obtenidas las necesarias aprobaciones y formalizado el contrato, el plazo de

ejecucion sera de 4 meses o el plazo inferior que haya ofertado el adjudicatario.

D. Luis Rodriguez Rodriguez

Investigador Principal
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