
Control qualité des données
brutes, nettoyage des données
Manipulation des fichiers
FASTQ

Stéphanie Le Gras

DU Dijon



Objectifs
• Comprendre ce que sont les données brutes de 

séquençage haut débit (type Illumina)

• Comprendre comment elles sont obtenues

• Comprendre d’où peuvent provenir les biais du 
Séquençage Haut débit (SHD)

• Apprendre à préparer les données de SHD pour 
l’analyse secondaire des données
� Vérifier la qualité des données et si nécessaire les nettoyer

(enlever ce qui pourrait bruiter le signal i.e générer la 
détection de faux variants)
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Plan
• Introduction 

� Rappel : séquençage
� Exemple de contrôles qualités du séquençage

• Données brutes : Le format FastQ

• Qualité des données brutes

• Nettoyage des données brutes
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Rappel : Sequençage
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Séquençage haut débit 20
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• 3 étapes principales
� Préparation des librairies
� Génération des clusters
� Séquençage

• Analyse primaire



20
/0

3/
20

17

6

Préparation des librairies
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• Un cluster : ~1000 fois la même séquence d’ADN

• Nécessaire pour détecter la fluorescence pendant le 
séquençage
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• Séquençage Illumina : Séquençage massivement parallèle
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• Pipeline Illumina
� Analyse d’image   ( extraction des intensités )
� Appel de base

� Identification des nucléotides
� Calcul d’un score de qualité relatif à la probabilité 

d’erreur du nucléotide (0 <= Q <= 41)
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• L’analyse primaire est réalisée pendant le séquençage. On peut 
donc suivre en temps réel les statistiques du séquençage 
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QC pendant le séquençage
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QC pendant le séquençage



Comment obtenir des données de SHD
• En produisant vos propres données de séquençage

� Centre National de Séquençage/Génotypage
� Plateforme technologique
� Compagnie privée

• En utilisant des données publiques
� SRA : NCBI Sequence Read Archive
� ENA : EMBL/EBI European Nucleotide Archive
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Données brutes : 
Le format Fastq
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Séquence
Qualité 

Le format FastQ 20
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• Extension *.fastq
• Fichier texte : peut être ouvert avec un simple éditeur de texte (! 

taille)
• Contient des séquences nucléotidiques + valeurs de qualité (fasta + 

Qualité)
• Aucune information relative à un génome

Identifiant



Signification de l’identifiant
• @HWI-ST1136:117:HS055:3:1101:1134:2244 

1:N:0:GCCAAT
� HWI-ST1136 : Nom du séquenceur
� 117 : identifiant du run
� HS055 : identifiant de la flowcell
� 3 : numéro de ligne
� 1101 : numéro du tile
� 1134 : coordonnée X
� 2244 : coordonnée Y

� 1 : Numéro de la paire (1 ou 2) 
� N : booléen indiquant le passage du filtre qualité

� Y : La séquence est de mauvaise qualité
� N : la séquence a passé le filtre de qualité

� 0 : 0 lorsque aucun des bit contrôles n'est activé, sinon c'est
un nombre

� GCCAAT : Index de la librairie (en cas de multiplexage)
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Exemple de données pairées

LCD-01_1_ATCACG_L007_R1_045.fastq.gz LCD-01_1_ATCACG_L007_R2_045.fastq.gz

• Convention : Les lectures sens 1 et sens 2 du même cluster sont à la 
même ligne entre les deux fichiers (R1 et R2)



L’encodage de la qualité
• Score de qualité = Score Phred

• Score de qualité donné par le séquenceur

• 1 symbole ASCII = 1 valeur de qualité

• ASCII : Norme de codage de caractère en 
informatique

• Score Phred (Sanger) : ASCII – 33
� 0 <= p <= 41

• Score Phred = -10 log10 p

• p : probabilité d’avoir une erreur de 
séquençage
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Exemple

� 1er nucléotide : G
� Qualité associée : @
� Partie Pratique : Déterminez la valeur

de qualité associée
� Score Phred = 64 – 33 = 31
� -10 log10 p = 31
� p =  10^(-31/10) = 7,9x10-3
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Exemple : Graphe de qualité moyenne
p = 10-4

p = 10-3

p = 10-2

p = 10-1

Q30 = proportion de nucléotides ayant une qualité supérieure à 30



20
/0

3/
20

17

21

Attention à la version de l’encodage des 
qualités (Illumina)



Nos données TESTS
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Syndrome Bardet-Biedl
• Redin et al., 2012

• Genetique
� Autosomique recessive
� hautement hétérogène :  16 gènes BBS (274 exons, ~45kb)
� Rare ~1/100000 - ~1/150000

• Phenotype
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Retinopathy

Obesity

Polydactyly

Hypogonadism
Renal	
anomalies

Cognitive	defects

Main Features Minor features

Retinal dystrophy Myopia, cataract, 
astigmatism, strabism

Postaxial Polydactyly Syndactyly, Brachydactyly

Intellectual disability, 
Developmental delay

Hearing defects, Smell 
defects

Renal dysfunction Diabetes, glucidic 
intolerance

Hypogonadism/ 
Hydrometrocolpos Cardiopathy, liver fibrosis

Hypertension AtaxiasBeales et al 1999
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Ciliopathies



Diagnostic BBS
• Séquençage Sanger exhaustif

� Couteux
� Beaucoup de gènes impliqués

• Screening des mutation récurrentes et des gènes fréquemment mutés
(BBS1, BBS10, BBS12) combinés à de l’alignement hétérozygote

• Screening systématique et automatique de tous les gènes BBS
� Capture + NGS
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Design expérimental
• Design de la capture (à la carte): exons de 30 genes (16 gènes BBS + 14 

gènes d’autres ciliopathies)

• 52 patients:
� Cohort de preuve de principe: 14 patients dont les mutation 

sont connues (identifiées en Sanger)
� 1 cohort: 38 patients avec mutation inconnue

• Le patient provient d’une autre cohorte analysée après la validation de 
la preuve de principe et après les bons résultats sur la première 
cohorte
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Qualité des données
brutes
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Partie pratique n°1
• Wiki: http://genomeast.igbmc.fr/wiki/

• Choisir: Training

• Choisir DNA-seq/DU dijon

• Choisir: Quality control of raw sequencing data, data 
cleaning, FASTQ file handling

• Réaliser la création de l’environnement de travail

• Remplacer [your login] par votre login!
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Partie pratique n°2



Gestion des données brutes de 
séquençage
• Il existe plusieurs outils développés pour la gestion des 

données brutes issues du séquenceur : 
� Evaluer la qualité des données
� Corriger les problèmes de qualité
� Manipuler les fichiers (transformation de 

formats). 

• Toujours penser à lire les spécifications pour être sûr
que l’outil fait ce que vous souhaitez (Attention aux 
surprises!)
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases



Evaluation de la qualité des données 
brutes
• Outils : FastQC, SolexaQA, Fastx-toolkit, NGS QC 

toolkit…

• FastQC (Babraham Institute)
� Import de fichiers BAM, SAM, FastQ (tous les 

encodages de qualité sont supportés)
� Lancement en ligne de commande ou via une 

interface
� Fournit un rapport sur la qualité des données 
� Permet d’évaluer les problèmes 
� Rapport contient des tableaux et des graphes
� HTML
� Fonctionne sur des fichiers compressés
� Estimation sur un échantillon du fichier d’entrée 

pour accélérer le temps de calcul
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Partie pratique n°3
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FastQC



FastQC 20
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FastQC
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Données de bonne qualité Données de mauvaise qualité
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FastQC
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FastQC

Données de bonne qualité Données de mauvaise qualité
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FastQC
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FastQC

Données de bonne qualité Données de mauvaise qualité
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FastQC



20
/0

3/
20

17

46

FastQC

Données de bonne qualité Données de mauvaise qualité
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FastQC
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FastQC

Données de bonne qualité Données de mauvaise qualité
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FastQC
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FastQC



20
/0

3/
20

17

51

FastQC
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FastQC
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FastQC

Données
biaisées



Nettoyage des données
brutes
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases



Enlèvement de la dernière base
• La taille des lectures attendue est 2x100 et non pas 

2x101

• Lorsque l’on séquence, nous séquençons toujours une
base de plus car les bases n+1 sont utilisées pour 
calculer les statistiques des bases à la position n

• La dernière base doit être enlevée
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Partie pratique n°4
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases



Elimination des séquences contaminantes
• Quel type de contamination?

� Adaptateurs
� Primer de séquençage
� Autres…

• Pourquoi ces contaminants?
� Les fragments d’ADN séquencés sont plus petits que la taille 

des lectures
� Des dimers d’adaptateurs se sont formés lors de la 

préparation de la librairies.

• Pourquoi les enlever?
� Ces séquences non génomiques peuvent poser un problème 

lors de l’alignement.
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Elimination des séquences
contaminantes
• A quoi dois-je faire attention ?

� Certains outils n’enlèvent la séquence d’adaptateur que si les 
lectures contiennent exactement la séquence d’adaptateur
(pas de gestion des erreurs de séquençage).

� Attention aux données pairées! On ne peut pas enlever une
lecture d’un sens sans enlever la lecture de l’autre sens. Il 
faut donc analyser les deux fichiers fastq en même temps.

� Certains outils ne fonctionnent pas sur des données pairées

• Outils: ClipReads (GATK), fastx-toolkit, homerTools, 
Trimmomatic, Cutadapt…
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Partie pratique n°5
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Comprendre les adaptateurs

http://tucf-genomics.tufts.edu/documents/protocols/TUCF_Understanding_Illumina_TruSeq_Adapters.pdf
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases



Elimination des parties de lectures de mauvaise
qualité
• Pourquoi est ce que la fin des lectures est de moins

bonne qualité?
� Problème de chimie

• Quelle conséquence?
� Les suites de nucléotides de mauvaise qualité à la fin des 

lectures peuvent induire des variants détectés à tord lors de 
la détection des variants.

• Comment corriger le problème?
� Enlever les nucléotides de mauvaise qualité
� Attention aux données pairées! 

• Outil : Fastqx toolkit, SolexaQA…
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Partie pratique n°6
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Partie pratique n°7
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Partie pratique n°8
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Partie pratique n°9
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FastQC (avant)
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FastQC (après)
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FastQC (avant)
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FastQC (après)
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Données brutes

Evaluation de la qualité
des données brutes

Enlèvement des 
séquences d’adaptateurs

Enlèvement des parties 
de lectures de mauvaise

qualité

Enlèvement de bases
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