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	ABSTRACT. “Viral epidemiological surveillance in the otters (Lontra longicaudis) of the Peñas Blancas River basin, Costa Rica”. Introduction: Otters (Lontra longicaudis) occur in both forested upper areas and disturbed middle and lower sections of the Peñas Blancas River basin in Costa Rica, with potential for zoonotic pathogen transmission to humans, domestic animals, and wildlife. Despite its ecological relevance as a top predator in freshwater ecosystems, information on viral infections affecting this otter remains scarce. Objective: To assess the presence of Influenzavirus A, Morbillivirus, and Coronavirus in this species and place. Methods: We collected 58 fecal samples from river rocks, confirmed them as L. longicaudis by endpoint PCR, and tested viral presence with RT-PCR. Conclusion: Although no viruses were detected, human-wildlife interactions warrant continued surveillance to prevent future outbreaks. 

	Keywords: Influenza A virus, Morbillivirus, Coronavirus, viral surveillance, neotropical otter.

	RESUMEN. Introducción: las nutrias (Lontra longicaudis) habitan tanto áreas boscosas altas como zonas medias y bajas alteradas de la cuenca del río Peñas Blancas, Costa Rica, con potencial de transmisión de patógenos zoonóticos a humanos, animales domésticos y fauna silvestre. Pese a su relevancia ecológica como depredador máximo en ecosistemas dulceacuícolas, sigue siendo escasa la información sobre infecciones virales que la afectan. Objetivo: evaluar la presencia de Influenzavirus A, Morbillivirus y Coronavirus en esta especie y localidad. Métodos: recolectamos 58 muestras fecales en rocas del río, las confirmamos como L. longicaudis mediante PCR  en punto final y analizamos presencia viral con RT-PCR. Conclusión: aunque no detectamos virus, las interacciones humano-fauna silvestre justifican vigilancia continua para prevenir futuros brotes.
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Los virus representan un grupo importante de patógenos en la fauna silvestre debido a su capacidad de adaptarse a nuevos hospederos y transmitirse entre especies (Cleaveland et al., 2001). En nutrias (Mustelidae: Lutrinae) se han reportado virus como Morbillivirus, Influenzavirus A y Coronavirus en diferentes regiones del mundo (Capuano et al., 2017; de Mello et al., 2022; Lanszki et al., 2022; Li et al., 2014; Padilla-Blanco et al., 2022; Stout et al., 2021; Thomas et al., 2020; United States Department of Agriculture, 2021). Sin embargo, actualmente no existen datos sobre la presencia de estos virus en nutrias en Costa Rica. La cuenca del río Peñas Blancas (CRPB), en el norte de Costa Rica, constituye un hábitat importante de agua dulce para la nutria neotropical Lontra longicaudis (Navarro et al., 2017), especie que desempeña un papel clave como depredador superior. No obstante, enfrenta presiones crecientes como la fragmentación del hábitat, la contaminación y las actividades humanas en los alrededores de la cuenca (Barrientos, 2003; Navarro et al., 2017). Estudios previos en la CRPB detectaron genes de resistencia a antimicrobianos (Guizado-Batista et al., 2024) y a pesticidas (Guizado-Batista et al., 2025), lo que sugiere presiones antropogénicas en el ecosistema. En este contexto, investigamos la presencia de Influenzavirus A, Morbillivirus y Coronavirus en heces de nutria de la CRPB para generar datos de referencia y evaluar su potencial como centinelas de la circulación viral en ecosistemas de agua dulce.

	Durante 2022-2023 recolectamos muestras fecales (n = 58) de forma no invasiva a lo largo de los ríos que componen la cuenca del río Peñas Blancas (10°15'–10°32' N, 84°28'–84°48' O), Costa Rica. Previamente a la recolección de muestras y con el apoyo de habitantes locales, realizamos visitas de reconocimiento en la región para recopilar información sobre la presencia y los avistamientos de la especie. Posteriormente, recorrimos las riberas de los ríos para identificar posibles letrinas, en donde localizamos excretas depositadas sobre rocas de gran tamaño, de coloración variable, del verde oscuro al negro, con abundante presencia de escamas con espinas y un característico e intenso olor a pescado (Briones-Salas et al., 2013; Navarro et al., 2017). Todos los puntos de recolección se describen en la Figura 1 del Material Suplementario. Abarcamos tanto las secciones superiores boscosas de la cuenca como las medias e inferiores con impacto humano. Durante los recorridos en la parte alta de la cuenca, registramos huellas de felinos silvestres que, según sus características morfológicas, podrían corresponder a puma (Puma concolor) u ocelote (Leopardus pardalis). Asimismo, registramos la presencia de perros domésticos (Canis lupus familiaris) en las regiones media y baja, lo que evidencia la interacción entre la fauna silvestre y los animales domésticos en la CRPB. Analizamos las muestras de acuerdo con las regulaciones costarricenses (permisos R-CM-UNA-002-2022-OT-CONAGEBIO, R-CM-UNA-008-2022-OT-CONAGEBIO y R-CM-UNA-002-2023-OT-CONAGEBIO).

	Confirmamos la identidad de Lontra longicaudis mediante PCR en punto final dirigida a la región control mitocondrial (D-loop), utilizando los cebadores ProL (5′-CACCACCAACACCCAAAGCT-3′) y DLH (5′-CCTGAAGTAAGAACCAGATG-3′) (Guizado-Batista et al., 2024; Valqui, 2010). Realizamos las reacciones con PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific) en un volumen final de 25 µL, empleando 2 µL de ADN y 0,32 mM de cada cebador. Obtuvimos el ARN total con el kit Zybio Nucleic Acid Extraction. Confirmamos la presencia de ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, como se observa en la Figura 2 del Material Suplementario. Determinamos la concentración mediante espectrofotometría NanoDrop. Posteriormente, realizamos la detección viral mediante protocolos de RT-PCR establecidos previamente por el Laboratorio de Virología de la Universidad Nacional para cada virus y par de cebadores: Influenzavirus A (Fouchier et al., 2000), Morbillivirus (Reidarson et al., 1998) y Coronavirus (Vijgen et al., 2008). Validamos los ensayos con controles virales positivos del Laboratorio de Virología de la Universidad Nacional (Morbillivirus y Coronavirus) y con una cepa de antígeno de Influenzavirus A aviar proporcionada por National Veterinary Services Laboratories (NVSL), Ames, Iowa. Utilizamos cebadores y perfiles de amplificación específicos (TABLAS 1 y 2 del Material Suplementario). Visualizamos los productos de PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% en tampón TBE 1X.

	No detectamos virus de la Influenza A, Morbillivirus o Coronavirus en las 58 muestras analizadas (Figuras 3, 4 y 5 del Material Suplementario). Nuestro estudio constituye la primera vigilancia viral de Lontra longicaudis en Costa Rica, realizada en la cuenca del río Peñas Blancas. En Costa Rica, el virus de la Influenza A se ha detectado en cerdos domésticos (Sus scrofa domestica) de granjas comerciales y de traspatio (León et al., 2011). Morbillivirus se ha reportado en perros domésticos (Canis lupus familiaris) (Berrocal & López, 2003), felinos silvestres como el jaguarundi (Herpailurus yagouaroundi), ocelote (Leopardus pardalis) y puma (Puma concolor) (Avendaño et al., 2016), así como en mapaches (Procyon lotor), zorros grises (Urocyon cinereoargenteus) (Aguilar-Vargas et al., 2022) y coatíes (Nasua narica) (Aguilar-Vargas et al., 2022; Rojas et al., 2021). Coronavirus se ha detectado en murciélagos frugívoros (Artibeus jamaicensis) y nectarívoros (Glossophaga soricina) (Moreira-Soto et al., 2015). Estas observaciones confirman la exposición de las nutrias a una amplia gama de virus de ARN (Padilla-Blanco et al., 2022).

	Dado que la cuenca presenta un alto grado de fragmentación asociado a actividades humanas que podrían favorecer la dispersión y la transmisión de patógenos, es fundamental dar continuidad a los programas de monitoreo en la zona. Aunque los resultados obtenidos sugieren que la población de nutrias presenta un buen estado sanitario, la ausencia de detección de virus en este estudio podría estar relacionada con el número limitado de muestras y con la baja calidad de algunas de ellas, posiblemente afectadas por la exposición prolongada a condiciones ambientales que degradan el material genético. Por ello, el monitoreo constante en la CRPB permitirá anticipar y prevenir brotes virales, al tiempo que contribuirá al fortalecimiento de las estrategias de conservación y manejo de esta especie amenazada.
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