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Résumé
Le contrôle qualité de séquençage Illumina. Comment lancer soi-même son analyse ?

1 Le séquençage

1.1 Illumina

Pour séquencer un échantillon d’ADN, on prépare une library. Cette library est obtenue
grâce à une fragmentation de l’ADN et l’ajout d’adaptateurs aux extrémités des fragments.
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• P5 et P7 tail lient la flowcell et le fragment.
• I5 et I7 sont les Index (8 pb)
• TP1 et TP2 sont les séquences transposases.

Une fois les fragments fixés sur la flowcell par hybridation des P5 et P7 tail, les ponts vont
être crées et les séquences complémentaires aux fragments sont synthétisés.

• Depuis NextSeq system Illumina, il y a une réduction du nombre d’image par cycle, deux
filtres : A+C et T+C

• Absence de Signal = G

1.2 Nanopore

Pour le séquençage nanopore, on a également une library à préparer (A). Préparation des
extrémités des fragments, ajout des adaptateurs et de la protéine "moteur" qui va permettre de
se fixer sur le pore et de faire passer le brin d’ADN (B). Le tout est déposé dans le séquençeur
(C) et on obtient la résultat sous la forme d’un signal électrique qui sera ensuite convertit en
nucléotides (basecalling).
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2 Format Fastq
Succession de 4 lignes :

• L’identifiant commençant par ’@’
• La séquence nucléique
• Une ligne commençant par ’+’
• Les scores de qualité

Exemple de Fastq Illumina :

MN00940 Nom de l’instrument
83 Numéro du run
000H3G7NF ID de la flow-cell
1 Numéro de la lane
11102 Numéro de la tile
11735 Position X
1096 Position Y
1 Reads 1 ou 2
N Filtré (sinon Y)
0 Numéro de contrôle
11 Index

Exemple de Fastq Nanopore :
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d28277cb-cb7f-443b-a8e5-d00e85fe939a Identifiant de la machine
read=44 Numéro du read
ch=32 Numéro du canal (channel)
start_time=2021-06-10T15 :22 :14Z Horaire de début du run
flow_cell_id=agd430 Identifiant de la flowcell
protocol_group_id=plasmid-clone210610 Nom du run (donné par l’utilisateur)
sample_id=no_sample Identifiant de l’échantillon
barcode=barcode01 Barcode

3 Le Phred score
Un score de qualité est attribué à chaque acide nucléique :

Q = −10 log10 P

P étant la probabilité d’identifier une base.

Le score de qualité de chaque base est encodé sous forme de caractère ASCII : Score de
qualité Phred

Le score Phred va de 0 à 93 et est encodé en ASCII de 33 à 126
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4 Contrôle de qualité : FastQC et MultiQC

4.1 Le logiciel FastQC

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

4.2 Les résultats attendus - Illumina
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4.3 Les résultats attendus - Nanopore
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4.4 Exemples de problèmes

4.4.1 Nombre de reads

4.4.2 Hétérogénéité
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4.4.3 Taux de GC

4.4.4 Adaptateurs
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4.5 Lancement de fastQC en ligne de commande

fastqc : lancer fastqc (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
$ fastqc -o dossier_resultats sample1_R1.fq.gz

4.6 Lancement de multiQC en ligne de commande

multiqc : lancer multiqc (https://multiqc.info/)
$ multiqc -ip dossier_resultats/*

( ?) Créer un script listant les fastq, lançant les fastQC puis le multiQC
( ?) Trouver le bon docker et lancer le script dedans

5 Nettoyage des reads : Trim galore
Le nettoyage de read permet de retirer des bases selon des seuils fixés par l’utilisateur.
Trimgalore (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) est

un script wrapper c’est à dire qu’il regroupe plusieurs logiciels (cutadapt et fastqc) pour effec-
tuer un contrôle qualité des données issues de séquençage haut débit. Pour toute analyse, un
contrôle qualité est obligatoire pour s’assurer d’une bonne qualité des reads.

Trimgalore permet :
• de retirer les bases de mauvaises qualités (phred score)
• de retirer les séquences adaptatrices
• de retirer les reads avec une taille inférieure à un seuil (fixée par l’utilisateur ou par défaut

fixé à 20 bases)

Trimming des bases → les bases de faibles qualités sont supprimées depuis l’extrémité 3’
du read avant la suppression de séquence adaptatrice.

Trimming adaptateur → cutadapt cherche une séquence adaptatrice depuis l’extrémité
3’ du read et supprime cette séquence ainsi que les bases suivantes. Cutadapt peut détecter
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différents adaptateurs :
• Illumina : AGATCGGAAGAGC
• Small RNA : TGGAATTCTCGG
• Nextera : CTGTCTCTTATA
• sequence entrée par l’utilisateur

Si aucune sequence adaptatrice n’a été donnée, cutadapt recherchera dans le premier million
de reads une des trois séquences qu’il connait et trimmera les séquences en fonction de celle
reconnue.

Dans le cas de reads paired-end, le trimming est exécuté en fonction des options données
sur les reads R1 puis les reads R2, et enfin s’il y a correspondance entre les deux reads, la
paire de reads est conservée sinon celle-ci est suprimée sauf dans le cas d’option particulière
(- -retain_unpaired).

Lors de l’execution de trim galore sur les reads de l’échantillon "Echantillon_R1.fq.gz" et
"Echantillon_R2.fq.gz", de nombreux fichiers sont générés :

• "Echantillon_R1_val_1.fq.gz" et "Echantillon_R2_val_2.fq.gz" qui sont les fichiers fastq
des reads filtrés et trimmés.

• "Echantillon_R1.fq.gz_trimming_report.txt" et "Echantillon_R2.fq.gz_trimming_report.txt"
qui sont des rapports sur le trimming.

• Dans le cas de l’uilisation de l’option permettant de récupérer les reads sans correspondances
R1/R2 (- -retain_unpaired), les fichiers supplémentaires "Echantillon_R1_unpaired_1.fq.gz"
et "Echantillon_R2_unpaired_2.fq.gz" sont crées.

trimgalore
$ trim_galore [options] <filename(s)>
-q <nb> : retire les bases ayant une qualité (phred score) inférieure au nombre entré.
- -nextera : trimming en fonction de l’adaptateur nextera.
- -illumina : trimming en fonction de l’adaptateur illumina.
- -small_rna : trimming en fonction de l’adaptateur Small-RNA.
-a <sequence> : trimming en fonction d’une séquence spécifiée.
- -paired : trimming sur des fichiers paired-end.
- -retain_unpaired : conserve les reads sans correspondance entre le R1 et R2.
-o <dossier> : dossier dans lequel les fichiers seront écrits.
- -length <nbr> : supprime les reads dont la taille est inférieure.
$ trim_galore -q 30 - -nextera - -paired - -retain_unpaired -o outdir - -length 50 read1.fq.gz
read2.fq.gz

( ?) Lancer le trimming sur l’échantillon donné en retirant les bases ayant un phred score
inférieur à 30, une taille de reads inférieur à 100 bases, les éventuels séquences adaptatrices,
en conservant les reads unpaired lors du trimming. Écrire les fichiers résultats dans un
dossier de votre espace personnel.

( ?) Renommer les fichiers avec "val" en "Sample_R1.fastq.gz" et "Sample_R2.fastq.gz"
( ?) Lancer un fastqc sur l’échantillon sample qui a été trimmé.
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