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Introduction
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• Les séquenceurs modernes à haut débit peuvent 
produire des millions de séquences en un seul run.

• Avant d’analyser une séquence pour en tirer des 
conclusions biologiques, vous devez toujours effectuer un 
contrôle qualité (CQ) simple pour vérifier l’exactitude des 
données brutes et éviter les problèmes ou les biais dans 
vos données, qui sont susceptibles d’avoir un impact sur 
l’utilisation de ces dernières.

• La plupart des séquenceurs créent un rapport de CQ lors 
du processus d’analyse, mais il se limite généralement 
aux problèmes générés par le séquenceur lui-même.



Format FASTQ
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• Le format FASTQ est depuis longtemps devenu la norme pour stocker les données de 
séquençage à lectures courtes.

• Dans le cas d’un processus à lecture unique, un fichier FASTQ Read1 (R1) est créé pour 
chaque échantillon de chaque piste sur support solide ("flow cell").

• Pour un processus en paire, un fichier FASTQ R1 et un fichier Read2 (R2) sont créés pour 
chaque échantillon de chaque piste.

• Les fichiers FASTQ contiennent les séquences de nucléotides et les scores de qualité des 
bases de millions de lectures.

• Les fichiers FASTQ sont créés et compressés avec l’extension *.fastq.gz.

• Bien que la taille du fichier dépende du nombre de lectures, les fichiers FASTQ sont 
généralement volumineux (de l’ordre de plusieurs mégaoctets et gigaoctets).

• La plupart des outils qui prennent en charge les fichiers FASTQ peuvent les traiter au format 
compressé. Par conséquent, afin d’économiser de l’espace de stockage, il est recommandé 
de ne pas les décompresser.



Score de qualité Phred
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• Le score de qualité Phred (Q) est une mesure de la 
précision de l’identification des bases azotées 
dans le cadre du séquençage automatique de 
l’ADN.

• Si le score de qualité Phred d’une base est de 30 
(Q30), la probabilité que cette base soit identifiée 
incorrectement est de 1 sur 1 000.

Scores de qualité de l’ensemble des bases (encodage Illumina 1.5)

Position dans la lecture (pb)

2.4 Répartition des scores de qualité

Répartition des scores de qualité
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Nettoyage FASTQ
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• Nettoyage qualité basé sur les scores de qualité
• ≥ Q20

• Suppression d’ambiguïté pour retirer, p. ex., des portions de N
• NNNNNNNNNNNNTACTACATAGATACAGATACTTANNNNNN

• Suppression d’adaptateurs
• CTGTCTCTTATACACATCTTACTACATAGATACAGATACTTACTGTCTCTTATACACATCT

• Suppression de bases pour retirer un nombre spécifique de 
bases à l’extrémité 3’ ou 5’

• ATACACATCTTACTACATAGATACAGATACTTACTGTCTCTTA

• Suppression de longueur pour retirer des lectures plus 
courtes ou plus longues que la limite définie

• TACTACATAGA ≤ 15

• TACTACATAGA ≥ 1 000



FastQC
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• FastQC produit un rapport de CQ identifiant les problèmes qui 
proviennent soit du séquenceur, soit du matériel de la banque 
de départ.

• FastQC peut être utilisé dans l’un des deux modes suivants:

• Il peut être utilisé comme une application interactive 
autonome pour l’analyse immédiate d’un nombre limité 
de fichiers FASTQ

• ou il peut être utilisé en mode non interactif en vue d’être 
intégré dans un processus d’analyse plus large pour le 
traitement systématique d’un grand nombre de fichiers.

• FastQC produit les résultats au format HTML.

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

Rapport FastQC

Résumé

Statistiques de base

Qualité des séquences par base

Qualité des séquences par 
fragment

Scores de qualité par séquence

Taux de séquences par base

Taux de GC par séquence

Taux de N par base
Répartition de la longueur des 
séquences

Niveaux de duplication des 
séquences

Séquences surreprésentées

Taux d’adaptateurs

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc


FastQC: Modules d’analyse
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Statistiques 
de base

Qualité des séquences par 
base

Scores de qualité par 
séquence

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

Scores de qualité de l’ensemble des bases (encodage Illumina > v.1.3)

Position dans la lecture (pb)

Répartition des scores de qualité sur l’ensemble des séquences
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Taux de séquences par 
base

Taux de GC par séquence Taux de N par base

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

Taux de N pour l’ensemble des bases

Nombre de GC par lecture
Répartition théorique

Taux de séquences pour l’ensemble des bases Répartition des nucléotides GC sur l’ensemble des séquences
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FastQC: Modules d’analyse
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Répartition de la longueur 
des séquences

Séquences dupliquées Taux de k-mères

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

Pourcentage de séquences restantes si dédupliquées 46,66 %

Niveaux de duplication des séquencesLongueur des séquences (bp)

Enrichissement relatif sur la longueur des lectures

Position dans la lecture (pb)

% de séquences 
dédupliquées

% du total des séquences

Longueur des séquences

> 10     > 50    > 100    > 500    > 1 k    > 5 k    > 10 k

Répartition de la longueur des séquences sur l'ensemble des séquences

0-199     400-599     1 000-1 199      2 200-2 399      2 800-2 999      3 400-3 599      4 600-4 799      5 200-5 399      5 800-5 999      6 400-6 599

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc


Merci!
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