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RESUME : Cet article présente une synthèse des différentes méthodes biologiques utilisées pour dépister 
des résidus ou des contaminants dans les denrées alimentaires, en insistant sur leur évolution au cours 
de ces 25 dernières années et en l’illustrant avec de nombreux exemples. Les méthodes biologiques sont 
basées sur la mise en évidence d’un effet biologique de l’analyte recherché. Dans les années’60-70, cet 
effet était détecté au moyen de coupes histologiques.  Actuellement, les tests biologiques utilisent des 
cellules en culture génétiquement modifiées pour contenir un gène rapporteur, témoin de l’activité biolo-
gique recherchée.

Par opposition aux  méthodes physic-
ochimiques qui permettent de « voir » 
la molécule d’intérêt au travers d’un 
spectre d’absorption ultraviolet, infra-
rouge ou raman, d’un spectre rmn 
ou de masse ou encore d’une tache 
sur un chromatogramme en couche 
mince,une méthode biologique per-
met de « voir » un effet biologique de 
cette molécule. certains de ces effets 
sont très simples : prise de poids d’un 
animal ou d’un organe prélevé sur cet 
animal suite à l’administration de la 
substance. d’autres sont plus com-
plexes, comme dans le cas des essais 
basés sur des cellules génétiquement 
modifiées par exemple.

MétHodeS HIStoLoGIqueS

les premières méthodes utilisées pour 
détecter chez un animal un traitement 
au moyen de substances à activité hor-

monale de type œstrogène étaient des 
méthodes histologiques. l’examen 
de coupes de prostate de veaux sus-
pects d’avoir été traités par des hor-
mones interdites permettait dans les 
années’60-70 et début ’80 de mettre 
en évidence ces traitements illégaux 
(Groot, 1992 ; schilt et al., 1998). 
ces  méthodes sont simples, elles ne 
nécessitent pas d’équipement impor-
tant mais elles sont maintenant con-
sidérées comme obsolètes.

doSaGeS 
IMMunocHIMIqueS

ensuite dans les années’80, on a vu se 
développer des méthodes radio-immu-

nologiques (ria) pour le dépistage 
de résidus d’hormones dans des 
échantillons. ici c’est la reconnais-
sance d’une molécule par un anticorps 
qui est détectée. une compétition est 
organisée pour une liaison à des anti-
corps entre l’antigène non marqué, à 
savoir la molécule à rechercher dans 
l’échantillon, et un antigène de nature 
similaire mais marqué par un isotope 
radioactif (tritium, carbone 14) (figure 
1). 

dans cette technique, on mesure la 
radioactivité liée aux anticorps après 
avoir éliminé la radioactivité libre. 
Grâce à une courbe de calibration 
(figure 2), on peut déterminer la 

figure 1 : équation de base des dosages immunochimiques par compétition
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concentration de la substance dans 
l’échantillon. 
ces méthodes permettent de détecter 
des concentrations en résidus de 
l’ordre du ppb (microgramme par kg) 
(duchatel et al, 1985 ; Gaspar et al, 
1985 ; evrard et al, 1986). les anti-
corps sont généralement très spéci-
fiques. dans certains cas, par exemple 
pour les bêta-agonistes ou certains 
antibiotiques comme les tétracy-
clines, il existe des anticorps capables 
de réactions croisées avec plusieurs 

substances différentes d’une même 
famille. dans ce cas, un dépistage 
multianalyte est possible.
ces méthodes sont moins utilisées 
actuellement, mais plusieurs kits sont 
encore disponibles commercialement.
les  elisa (Enzyme-l inked 
ImmunoSorbent Assays) de type 
« compétition » (par opposition 
aux elisa de type « sandwich ») 
sont analogues aux ria. cette fois 
l’antigène est marqué par un enzyme 
dont l’activité liée aux anticorps peut 
être mesurée grâce à une coloration 
correspondant à la transformation du 
substrat de l’enzyme en produit.  
dans les elisa de type « sandwich », 
l’analyte recherché est capturé par un 
premier anticorps et détecté grâce à un 
deuxième anticorps qui lui est marqué 
au moyen d’un enzyme (l’analyte 
est véritablement pris en sandwich 
entre les deux anticorps).  la réponse 
est ici directement proportionnelle 
à la concentration en analyte dans 
l’échantillon (et non inversement 
proportionnelle comme dans le cas de 
l’elisa de type « compétition »). 
de nombreux kits de dosage elisa 
pour les résidus et les contaminants 
ont été développés pour des substan-

ces à activité hormonale (degand et 
al., 1989), des bêta-agonistes (degand 
et al., 1993), des antibiotiques (renson 
et al., 1993), des tranquillisants, des 
coccidiostatiques, des mycotoxines et 
phycotoxines… 
les avantages des ria et elisa pour 
le dépistage des résidus d’hormones 
sont énumérés dans le tableau i, ils 
sont semblables pour les deux métho-
des.  l’elisa est cependant dépourvu 
des inconvénients liés à l’utilisation 
de la radioactivité.

récepteurS eSSaIS

des récepteurs essais pour les prin-
cipales hormones stéroïdes (oestro-
gènes, androgènes, progestagènes et 
glucocorticoïdes) ont été mis au point. 
tous ces récepteurs sont des protéines 
qui appartiennent à une superfamille 
de facteurs transcriptionnels (evans, 
1988) qui présentent une organisation 
commune en domaines (figures 3 et 4) 
(Jenster et al., 1992). 
les hormones stéroïdes exercent leur 
action au niveau cellulaire en se liant 
à des récepteurs intra-cellulaires. le 
complexe hormone-récepteur entre 
ensuite dans le noyau où il va interagir 

tableau i : 

avantaGeS InconvénIentS

rIa 1. rapide • radioactivité : équipement « coûteux »

• élimination des déchets2. « bon marché »

3. « sensible »

4. permet de traiter un grand nombre d’échantillons

5. avec un anticorps « non spécifique » : permet de 
mettre en évidence de nouvelles molécules

eIa 1. rapide

2. bon marché

3. « sensible »

4. permet de traiter un grand nombre d’échantillons

5. trousse de dosage « générique » qui permet de met-
tre en évidence de nouvelles molécules

rra 1. méthode rapide

2. « bon marché »

3. permet de traiter un grand nombre d’échantillons

4. permet de mettre en évidence de nouvelles molécu-
les

• radioactivité : équipement « coûteux »

• élimination des déchets

Comparaisons des avantages et inconvénients de trois méthodes biochimiques de criblage (« screening ») d’échantillons : le RIA (dosage radioimmunolo-
gique), le EIA (dosage immunoenzymatique) et le RRA (dosage radioactif au moyen de récepteurs ou radiorécepteur essai).

figure 2 : courbe de calibration d’un dosage 
immunochimique par compétition. B représente 
la radioactivité liée aux anticorps aux différen-
tes concentrations en antigène non marqué, Bo 
représente la radioactivité liée aux anticorps en 
absence d’antigène non marqué
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avec le génome et stimuler ainsi la 
transcription de gènes cibles et fina-
lement leur traduction en protéines 
cibles (figure 5). 

des fragments de récepteurs, corres-
pondant à la partie carboxy-terminale 
siège de la liaison au stéroïde (partie e 
dans la figure 3), ont été produits par 
des techniques de génie génétique. ces 
fragments de récepteurs sont utilisés 
dans des radio-récepteurs essais qui 
utilisent les mêmes principes que les 
ria décrits plus haut mais où les anti-
corps sont remplacés par les récepteurs, 
avec l’avantage de pouvoir détecter 
tous les ligands du récepteur utilisé. 
À titre d’exemple, le récepteur aux 
estrogènes reconnaît non seulement le 
17β-œstradiol mais aussi, avec quasi 
la même affinité, d’autres substances 
à activité œstrogène telles que l’éthi-

nylœstradiol, le diéthylstilbœstrol, diè-
noestrol, hexœstrol et zéranol, et beau-
coup moins bien des métabolites de 
l’œstradiol comme le 17α-œstradiol et 
l’œstrone (scippo et al., 2002). 
les avantages et inconvénients des 
radio-récepteurs essais sont donnés 
dans le tableau i. 

un autre récepteur essai a été mis au 
point en partant d’un récepteur bêta-
adrénergique humain exprimé en bac-
téries. cette fois il s’agit d’un récepteur 
membranaire. un radio-récepteur essai 
pour les bêta-agonistes et antagonistes 
a été développé en utilisant ces bacté-
ries comme source de récepteur (helbo 
et al., 2000 ; danyi et al., 2004). ce 
récepteur essai permet de détecter 
divers beta-agonistes (clenbutérol, 
mabutérol, terbutaline, ractopamine, 
phénotérol, salbutamol, cimatérol, car-
butérol, ritodrine) et le carazolol (bêta-
bloquant) avec des limites de détection 
plus ou moins basses selon la nature de 
la substance. Pour le clenbutérol et le 
mabutérol, une limite de détection de 
l’ordre du µg/kg est possible.
un des buts d’une technique de dépis-
tage est de détecter des nouvelles 
molécules : associée à la spectrométrie 
de masse, ce dépistage basé sur les 
récepteurs a permis à nielen et colla-
borateurs (2003) d’identifier un bêta-
agoniste nouveau dérivé du clenbuté-
rol dans des aliments pour bétail.
une autre application des récepteurs 
essais est la détection des perturba-
teurs endocriniens (scippo et al., 2004) 
accusés de nombreux maux : augmen-
tation de certains cancers, diminution 
de la fertilité masculine, modification 
du sex-ratio dans la faune sauvage…
l’accumulation de résidus de pestici-
des dans l’environnement ou d’autres 
produits industriels est probablement 
à l’origine de ces perturbations. ces 
substances miment l’action de certai-
nes hormones (œstrogènes) ou inhibent 
l’action d’autres hormones (andro-
gènes). le récepteurs essai pour les 
œstrogènes détecte une telle activité 
au niveau de pesticides (bêta-endo-
sulfane, aldrine, lindane) ou de méta-
bolites (p,p’-ddt), du bisphénol a 
présent dans le revêtement  de boîtes 
de conserve, de polymères utilisés en 
dentisterie… 

figure 3 : représentation schématique des différents membres de la famille des récepteurs humains 
aux hormones stéroïdes G : « Glucocorticoid », M : « Mineralocorticoid », P : « Progesterone », A : « 
Androgen », E : « Estrogen », R : « Receptor ». NTD : « N-Terminal Domain ». DBD : « DNA Binding 
Domain ». HBD : « Hormone Binding Domain». Pour chaque domaine, le pourcentage d’homologie 
avec le  récepteur hGR est indiqué

figure 4 : structure en domaines des récepteurs des hormones stéroïdes

figure 5 : mécanisme d’action des hormones 
stéroïdes
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eSSaIS ceLLuLaIreS

on peut mettre à profit le mode d’ac-
tion des hormones stéroïdes pour créer 
des cellules sensibles à ces substances. 
des cellules sont manipulées généti-
quement pour produire, en présence 
d’hormone, de la luciférase, enzyme 
qui catalyse la production de lumière 
par transformation de luciférine. les 
cellules sont donc équipées d’un gène 
codant pour la luciférase (gène rappor-
teur) sous le contrôle d’un élément de 
réponse aux stéroïdes (sre : Steroid 
Response Element) qui agit comme 
promoteur du gène rapporteur lors 
de la fixation du complexe stéroïde-
récepteur (figure 4). 
donc en présence d’hormones stéroï-
des présentes dans un extrait d’échan-
tillon, les cellules produiront de la 
luciférase dont l’activité est mesurée 
grâce à un luminomètre. Quatre lignées 
cellulaires ont été mises au point pour 
la détection des oestrogènes, androgè-
nes, progestagènes, et glucocorticoï-
des (Willemsen et al., 2002 ; 2004 ; 
2005). la limite de détection de ces 
tests cellulaires est de l’ordre du µg/kg 
voire plus bas. 
il existe aussi des tests cellulaires pour 
le dosage des dioxines et des subs-

tances apparentées : le dr-caluX 
(Dioxin Responsive-Chemically 
Activated LUciferase gene eXpression) 
fonctionne d’une manière analogue 
aux tests cellulaires développés pour 
les hormones stéroïdes. les substan-
ces de type dioxine entrent dans la 
cellule, se lient au récepteur ah (Aryl 
hydrocarbon). le complexe dioxine-
récepteur se lie à un élément de l’adn 
qui sert de promoteur au gène codant 
pour la luciférase. il existe deux tests 
commerciaux : l’un est commercia-
lisé par la firme Bds (Biodetection 
system, Pays-Bas) et est basé sur des 
hépatocytes de rats équipés du gène 
rapporteur luciférase sous le contrôle 
d’un élément de réponse aux dioxines 
(aarts et al., 1993), l’autre est produit 
par la firme Xds (Xeno detection 
system, etats-unis), qui utlise des 
hépatocytes de souris (murk et al., 
1996). enfin, un troisième système 
basé sur des hépatocytes ou des cel-
lules mammaires d’origine humaine 
a été élaboré au centre d’analyse des 
résidus en traces (cart), à l’univer-
sité de liège. 
un autre test biologique bien connu 
pour détecter les dioxines et les ligands 
du récepteur ah en général est le test 
erod. Pratiqué in vitro, des hépa-

tocytes en culture produisent, sous 
l’action des dioxines, une enzyme, 
l ’éthoxyresorufin-o-dééthylase 
(erod) dont l’activité de transfor-
mation de l’éthoxyrésorufine en réso-
rufine se traduit par une émission de 
fluorescence (sanderson et al, 1996). 
In vivo, l’erod est le biomarqueur le 
plus connu au niveau des tissus prove-
nant d’organismes (des poissons par 
exemple) qui ont été exposés à l’ac-
tion de dioxines dans l’environnement 
(Wu et al., 2001).
un autre exemple de biomarqueur, 
cette fois pour détecter un perturbateur 
endocrinien de type oestrogène, est la 
vitellogénine qui peut être dosée par 
elisa chez des poissons (okuyama 
and hatano, 2004).

teStS rapIdeS de 
détectIon deS 
antIbIotIqueS

le test « rénal », officiel en Belgique 
comme test de dépistage des résidus 
d’antibiotiques dans une carcasse 
(arrêté ministériel du 19 juin 1995 
modifiant l’arrêté ministériel du 18 
décembre 1973 déterminant les tech-
niques de laboratoire pour la recher-
che des résidus de substance à effet 
bactériostatique) (ministère de la 
santé publique et de l’environnement, 
1995), est basé sur l’inhibition de la 
croissance de bactéries Bacillus subs-
tilis. ce test est réalisé au moyen de 
boîtes de Pétri contenant une gélose 
ensemencée avec la souche Bacillus 
subtilis. les zones d’inhibition 
dépourvue de colonies bactériennes 
autour des points de dépôts des échan-
tillons (morceau de rein ou papier fil-
tre imbibé d’exsudat de cortex rénal) 
sont révélatrices de la présence poten-
tielle d’antibiotiques. 

un autre format de ce test d’inhibi-
tion de croissance microbienne est le 
Delvotest (dsm, Pays-Bas) appliqué 
à l’examen du lait. dans ce cas le 
changement de ph engendré par la 
multiplication des bactéries produit 
un changement de couleur d’un indi-
cateur. la présence d’antibiotiques 
dans le lait inhibe le changement de 
couleur.
d’autres tests, biochimiques cette fois, 
de détection d’antibiotiques sont basés 

figure 6 : Principe du test cellulaire avec le gène de la luciférase comme gène rapporteur.
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sur la liaison de résidus d’antibioti-
ques à des récepteurs. il en existe pour 
les antibiotiques de type bêta-lactame 
(β-star, distribué par NeogeN, usa) 
et pour les tétracyclines (tetraseNsor, 
distribué par UNiseNsor, Belgique). 
ces tests sont très simples à utiliser : 
ils se présentent sous forme de bande-
lettes à plonger dans l’échantillon (lait 
ou un extrait liquide d’échantillon de 
tissus) préincubé avec des récepteurs 
marqués à l’or colloïdal. après migra-
tion du liquide par capillarité le long 
de la bandelette, la présence d’une 
seule bande rouge au  niveau supérieur 
(contrôle de validité du test qui doit 
être présent dans tous les cas) indi-
que la présence d’antibiotiques. alors 
qu’en absence de ces substances, deux 
bandes colorées sont visibles. ces 
tests peuvent être calibrés pour réagir 
à des concentrations en antibiotiques 
correspondant aux limites maximum 
de résidus (règlement n°2370/1990/
ce) (conseil des communautés euro-
péennes, 1990).

concLuSIon

les méthodes biologiques/biochimi-
ques de dépistage des résidus et des 
contaminants sont généralement rapi-
des et peu coûteuses. elles permettent 
de traiter un grand nombre d’échan-
tillons. elles doivent avoir des limi-
tes de détection suffisamment basses 
(inférieures aux lmr ou aux niveaux 

minimum de performance requise). 
comme toute méthode de dépistage, 
elles ne doivent engendrer qu’un fai-
ble nombre de faux négatifs (échan-
tillons faussement conformes) et un 
nombre limité de résultats faussement 
positifs pour rester attrayantes d’un 
point de vue économique, les résultats 
« positifs » enregistrés en pratiquant 
ces méthodes biologiques de dépistage 
devant être nécessairement confirmés 
par des méthodes chromatographiques 
plus fiables comme celles qui associent 
chromatographie (en phase gazeuse ou 
liquide) couplées à la spectrométrie de 
masse. 
les méthodes biologiques devraient 
aussi permettre la mise en évidence de 
nouvelles molécules et déboucher sur 
des méthodes de dépistage rapides uti-
lisables sur le terrain par le vétérinaire.
les domaines d’applications de ces 
méthodes sont nombreux et variés : 
1 le dépistage d’échantillons dans les 

programmes de surveillance et de 
contrôle des résidus dans les den-
rées alimentaires ;

2 la surveillance de la contamination 
de l’environnement ;

3 les analyses toxicologiques de pro-
duits industriels en tant qu’alter-
natives aux méthodes sur animaux 
vivants de laboratoire ;

4 le contrôle du dopage chez les spor-
tifs ou les chevaux de course.
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SUMMARY

This article presents a synthesis 
of the various biological methods 
used to detect residues or conta-
minants in foods, by insisting on 
their evolution during these last 
25 years and by illustrating with 
numerous examples. The biolo-
gical methods are based on the 
detection of a biological effect 
of the analyte of interest. In the 
years 60-70, this effect was 
detected by means of histology. 
At present, the biological tests 
use cells in culture genetically 
modified to contain a reporter 
gene, activated when the ana-
lyte of interest is present in the 
culture medium.
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