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Résumé

Les péritonites sont une complication majeure et grave
en termes de morbi-mortalité chez les patients traités
par dialyse péritonéale. Leur diagnostic microbiologique
est compliqué tant au point vu de la détection des agents
étiologiques des péritonites que de l’interprétation des
cultures positives.

De nombreux micro-organismes peuvent &tre a 1’origine
de cette infection; germes « classiques » comme les
staphylocoques a coagulase négative ou les entérobactéries,
mais également des bactéries « atypiques », de culture ou
de détection plus fastidieuse.

Pour mettre en évidence les bactéries responsables,
des techniques de biologie moléculaire et de culture
peuvent étre mises en place. La biologie moléculaire
(particulierement la recherche universelle (ADNr 16s))
permet d’identifier d’éventuels germes atypiques, mais ne
permet pas la réalisation d’un antibiogramme.

La culture des liquides de dialyse péritonéale reste donc
le «gold-standard » pour le diagnostic de ces infections.
Celle-ci doit étre néanmoins optimisée pour abaisser son
seuil de sensibilité.

Le diagnostic étiologique des péritonites chez les patients
traités par dialyse péritonéale peut étre difficile, mais
la microbiologie moderne combinée a une discussion
bactério-clinique permet [’identification du germe
responsable de I’infection dans la trés grande majorité des
cas.

Mots clés : dialyse péritonéale, péritonite, bactériologie,
dialysat
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Abstract

Peritonitis is a major and serious complication in terms of
morbi-mortality for patients treated with peritoneal dialysis.
Their microbiological diagnosis is challenging for both
the detection of the etiological agents and in interpreting
positive cultures.

Many microorganisms can cause this infection; usual
micro-organisms such as coagulase-negative staphylococci
or Enterobacteriaceae, but also ‘atypical’ bacteria, which
culture or detection, is more tedious can be found.

To identify the responsible bacteria, molecular biology
and culture techniques can be set up. Molecular biology
(particularly the sequencing of the universal 16s rDNA
gene) makes it possible to identify atypical agents, but
antimicrobial susceptibility testing cannot be performed
following these technics.

The culture of peritoneal dialysis fluids remains the ‘gold-
standard’ for the diagnosis of these infections. Nevertheless
this must be optimized to enhance its sensitivity.

The etiological diagnosis of peritonitis in patients treated
with peritoneal dialysis may be difficult, but modern
microbiology combined with a bacterioclinical discussion
allow the identification of the microorganism responsible
for the infection in the great majority of the cases.

Keywords : peritoneal dialysis, peritonitis, bacteriology,
dialysate sampling
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INTRODUCTION

Les péritonites sont une complication majeure
et grave chez les patients traités par dialyse péritonéale
(DP). Elles sont responsables d’environ 18 % de la mor-
talité infectieuse chez ces patients et les péritonites répé-
tées peuvent conduire a une altération de la membrane
péritonéale. Dans ces cas, I’échec de la DP oblige les pa-
tients a recourir a I’hémodialyse (1,2). Les péritonites a
culture négative, également appelées péritonites stériles
ou aseptiques sont définies comme 1’association d’un
dialysat effluent trouble et/ou douleurs abdominales avec
la présence dans le liquide de drainage de plus de 100
leucocytes, dont plus de 50 % de polynucléaires neutro-
philes, sans croissance bactérienne apres 72 heures de
culture (3). Les recommandations de I’'ISPD fixent un
niveau maximal de péritonites a culture négative a ne
pas dépasser a 20 %, et un niveau souhaité de 10 % (3).

Le diagnostic microbiologique d’une péritonite
d’un patient sous dialyse péritonéale constitue un véri-
table défi pour le microbiologiste. De multiples facteurs
peuvent rendre difficile & la fois la détection des germes
et ’interprétation d’une culture positive.

Le nombre de bactéries présentes dans un
liquide de dialyse péritonéale infecté est extréme-
ment variable d’un individu a un autre, compris
entre 1 et 106 UFC/mL de dialysat (4). Par ailleurs,
une quantité bactérienne de 1’ordre de 1 a 10 UFC/
mL peut étre mise en évidence chez des patients
asymptomatiques ayant un compte de leucocytes
< 100 mm3 dans le liquide de DP (5). La positivité
d’une culture peut donc aussi bien étre le reflet d’une
véritable infection qu’une contamination du préleve-
ment lors du recueil ou du processus analytique (4).
Il faut ajouter a cette complexité I’identit¢é méme des
germes responsables de péritonites chez les patients
traités par DP (Tableau I). Parmi ceux-ci, nombreux
sont ceux appartenant a la flore commensale cutanée,
digestive ou environnementale, nécessitant souvent la
répétition des prélevements pour confirmer ou infirmer
leur caractere pathogene. Les germes les plus fréquem-
ment isolés sont les cocci a Gram positif, avec une pré-
pondérance de staphylocoques a coagulase négative,
suivis par le genre Streptococcus, Staphy-
lococcus aureus,  Corynebacterium sp., et
Enterococcus sp (6). Il est & noter que les cocci a Gram
positif ont une viabilité dans les liquides de DP beaucoup
plus faible que les bactéries a Gram négatif, ce qui laisse
supposer que les péritonites a culture négative concer-
neraient principalement le genre Staphylococcus. Dans
le cas d’une péritonite confirmée, la quantité de staphy-
locoques a coagulase négative contenue dans le liquide
de DP diminue dés la quatriéme heure, pour devenir in-

www.bdd.rdplf.org Volume 1,n° 1, Juin 2018

détectable a 48 heures (7). Cet aspect peut étre expliqué
au moins en partie par la présence de leucocytes et de
trace d’antibiotique dans les liquides de DP contenant
des effluents de patients (8). Parmi les bacilles a Gram
négatif, ce sont les Enterobacteriaceae qui prédominent
largement par rapport a Pseudomonas aeruginosa (6).

A cOté  des bactéries dites  «clas-
siques», certaines  bactéries  responsables  de
péritonites chez les patients traités par DP sont de détec-
tion et/ou de culture difficile par les méthodes conven-
tionnelles. Parmi celles-ci, nous pouvons citer les my-
cobactéries, tuberculeuses ou atypiques, ainsi que les
bactéries des genres Nocardia, Actinomyces, Rhodococ-
cus, Brucella, Campylobacter ou encore Ureaplasma
(9-16).

Face a ces divers problemes, le mi-
crobiologiste doit trouver des solutions
adaptées a chaque situation. Le dialogue avec le clini-
cien est des lors indispensable pour une prise en charge
optimale du patient.

Tableau I Fréquence relative des principaux germes dé-
tectés dans les péritonites associées a la dialyse périto-
néale d’apres (6)

Tableau [ Fréquence relative des principaux germes détectés dans les péritonites associées a la dialyse
péritonéale d'aprés (6)

Germes Fréquence relative

Gram positif b

Staphylocoque a coagulase négative +t
Streptococcus sp. +
S, aureus +
Corynebacterium sp. +
Enterococcus sp. +
Gram négatif +
Enterobacteriacee +
Acinetobacter sp. +
Pseudomonas sp. +
Champignon +

DISCUSSION

Pour toutes les raisons précédemment ci-
tées, il est nécessaire au microbiologiste de disposer
de techniques suffisamment sensibles pour détec-
ter jusqu’a 1 UFC/mL et suffisamment fiable pour
éliminer au maximum un risque de contamination analy-
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tique. Deux approches permettent cela : la biologie mo-
Iéculaire et I’optimisation de la culture conventionnelle
bactérienne.

La détection de I’ADN bactérien directement
a partir du liquide de DP dans les cas de péritonites a
cultures négatives a été étudiée. Deux approches sont
proposées : la recherche spécifique de pathogene via
I’utilisation de PCR ciblée, ou la recherche dite «univer-
selle » (ADNr16s), géne commun a ’ensemble des bac-
téries, suivi d’un séquengage pour identification. L’utili-
sation de PCR ciblée est connue pour &tre une technique
tres sensible, mais ne détecte que le germe ciblé par la
celle-ci. Son intérét dans les péritonites associées a la
DP est donc limité aux mycobactéries tuberculeuses. La
sensibilité de la recherche de I’ADNr16S est équivalente
a celle de la culture (17,18). Néanmoins, son utilisation
ne doit étre réservée qu’a un nombre restreint de cas.
Cette approche ne permet pas 1’obtention d’un antibio-
gramme, essentiel a I’optimisation de I’antibiothérapie,
et est relativement longue comparée aux techniques de
culture. Elle nécessite une amplification du gene codant
I’ARNTr16S (1-3 jours selon les laboratoires), suivi d’un
séquencage de l’amplicon obtenu pour identification
(2-5 jours selon les laboratoires). De plus, elle ne permet
pas la détection des levures. Elle peut toutefois étre utile
pour la recherche de germes atypiques, ou lorsque le pa-
tient a regu une antibiothérapie préalable au prélevement
(16,19, 20).

La culture conventionnelle des liquides de
DP reste donc le «gold standard» pour le diagnos-
tic étiologique des péritonites sur DP. Malheureu-
sement, celle-ci est d’une sensibilité relativement
faible. L’examen direct du liquide de DP apres colo-
ration de Gram, méme apres cytocentrifugation (tech-
nique utilisé pour les LCR), ne détecte les bactéries
que dans moins de 50 % des cas (4). La sensibilité de
la culture conventionnelle, consistant a ensemencer
directement une partie du liquide de DP sur des géloses
nutritives ou dans des bouillons nutritifs, possede une
sensibilité de I’ordre de 50 % (6). Une optimisation de
celle-ci est donc indispensable pour limiter au maximum
le nombre de péritonites a culture négative.

Plusieurs options ont été envisagées afin
d’atteindre ce but. Les premieres se sont concentrées
sur I'utilisation d’un large volume de liquide de DP,
afin d’augmenter les chances de détection des micro-
organismes. L’utilisation d’un large volume, générale-
ment de 1’ordre de 50 mL, suivi d’une sédimentation
(4-6 heures), ou d’une centrifugation, afin de concentrer
artificiellement les bactéries, ne permet pas un réel gain
de sensibilité (8,21). Pire, 'utilisation de telles tech-
niques pourrait différer la mise en culture du liquide de
DP, et donc différer d’autant 1’obtention d’un antibio-
gramme (8).

Une alternative peut consister en une inocula-

www.bdd.rdplf.org Volume 1,n° 1, Juin 2018

tion directe de 2 a 3 mL de liquide de DP dans des milieux
nutritifs liquides et de 1 mL sur milieux gélosés nutritifs
(22). Parallelement a 1’utilisation de milieux liquides, il a
été montré que I’adjonction de produits lysant les cellules
phagocytaires permet une amélioration de la sensibilité de
la culture d’environ 10 % (4). Or, actuellement, le micro-
biologiste dispose de matériel permettant a la fois 1’utilisa-
tion d’un milieu liquide riche, associé a des produits lysant
les cellules phagocytaires et inhibant I’action des antibio-
tiques. Il s’agit des flacons utilisés pour les hémocultures.

L’utilisation de flacons d’hémocultures, un flacon
aérobie et un flacon anaérobie, inoculés avec le liquide de
DP, permet d’augmenter la sensibilité de 50 a 80 % (6).
Les 2 flacons sont incubés au minimum 5 jours et peuvent
étre prolongés jusqu’a 10 jours si besoin, la croissance
bactérienne se faisant de maniere automatique. La quantité
de liquide de DP introduit dans ces flacons est primordiale.
Un volume de 10 mL par flacon permet une positivité de
deux fois supérieures a celle obtenue pour un volume de 5
mL(23). Les subcultures des flacons positifs se font sur mi-
lieux gélosés supplémentés en sang de mouton et incubés en
aérobioses et anaérobioses. Dans le cas ol I’examen direct
a I’état frais et apres coloration de Gram met en évidence
de petits bacilles a Gram négatif, tres mobiles et incurvés,
il est nécessaire d’ajouter un milieu incubé en atmosphere
micro-aérophile pour la détection de Campylobacter sp.
(15).Les flacons d’hémocultures nécessitent par contre une
antisepsie rigoureuse du site de prélevement, afin d’éviter
les contaminations par des germes environnementaux.
Lutilisation de protocole de prélevement doit donc étre
la norme pour d’une part diminuer ce risque de contami-
nation et d’autre part d’homogénéiser les pratiques (24).

Les recommandations pour le diagnostic étio-
logique bactérien des péritonites chez les patients traités
par DP pourraient étre les suivantes (Figure 1) : apres
stase du liquide de DP chez le patient pendant 2 heures, et
avant antibiothérapie si possible, le liquide contenu dans
la poche doit étre homogénéisé par action mécanique. Le
prélevement du liquide de DP doit se faire au niveau de
la poche, préalablement désinfectée de facon rigoureuse.
Deux flacons d’hémocultures, un aérobie et un anaérobie
doivent étre inoculés avec 10 mL de liquide de DP. Les
flacons doivent étre ensuite acheminés le plus rapidement
possible au laboratoire pour y étre incubés. A cela, il faut
adjoindre un tube stérile contenant 2 a 3 mL de liquide de
DP, servant au comptage des leucocytes du liquide, et per-
mettant éventuellement la réalisation de techniques de bio-
logie moléculaire en cas de culture négative ou suspicion
de germes atypiques. Enfin, en cas de suspicion de germes
atypiques, une discussion clinico-biologique est indis-
pensable pour la réalisation d’examens complémentaires.
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Avant antibiothérapie
Aprés stase de 2 heures
Apres homogénéisation

Aprés désinfection de la poche

1 Flacon Aérobie : 10 mL
1 Flacon anaérohie : 10 mL
1tube stérile : 2-3 mL
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Si antibiothérapie préalable :
- Biologie moléculaire (ADNr16S) ?

Suspicion de germes atypiques :
- Dialogue clinico-biologique
- Biologie moléculaire (ADNr16S)
- Culture mycobactéries
- Biologie moléculaire
mycobactéries
- Prolongation de la culture (10j)
- Examens complémentaires

Figure 1. Proposition de prise en charge des prélevements a visée bactériologique dans la suspicion de péritonites

chez les patients traités par dialyse péritonéale

Enfin, il ne faut pas oublier que dans certains cas, les
péritonites a culture négative peuvent é&tre lies a
d’autres étiologies que celles bactériennes : inflamma-
tions péritonéales sur ischémie mésentérique, infarctus
splénique, causes médicamenteuses (amphotéricine
B, vancomycine, dihydropyridines), exces d’acétaldé-
hyde, formation de fibrine dans la cavité péritonéale,
présence de triglycérides, traumatismes des vaisseaux
lymphatiques lors de I’insertion du cathéter, etc.(25).

En conclusion, le diagnostic étiologique des
péritonites chez les patients trait€s par DP peut étre
difficile, mais la microbiologie moderne, via 1’op-
timisation de la culture conventionnelle et I’utili-
sation des techniques de biologie moléculaire, peut
permettre ’identification du germe responsable
de l’infection dans la trés grande majorité des cas.
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