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Abstract Since agrochemicals may cause allergic contact dermatitis (ACD) upon dermal exposure, pesticides are

assessed and registered on the basis of skin sensitization testing. Traditional guinea pig-based methods have been

criticized for the use of many animals and the distress caused to them. Non-animal tests have been developed but have

limited applications for pesticide formulations. The local lymph node assay (LLNA), which uses fewer animals and is

associated with reduced pain than guinea pig-based methods, is widely used to test sensitization to pesticides. Our

study evaluated rLLNA that uses only the highest-dose animal group. Using 10 pesticides, the sensitivity, specificity

and accuracy using either rLLNA: bromodeoxyuridine-enzyme-linked immunosorbent assay (BrdU-ELISA) or rLLNA

modified by Daicel based on ATP content (rLLNA: DA) were calculated and compared to that of traditional guinea

pig-based methods. In comparison to the data obtained from conventional guinea pig-based methods, rLLNA: BrdU-

ELISA showed 100% (4/4) sensitivity 83% (5/6) specificity and 90% (9/10) accuracy and rLLNA DA showed 100%

sensitivity, specificity and accuracy. Data from 206 pesticides show that rLLNA: BrdU-ELISA has 90.9% (40/44)

sensitivity 100% (162/162) specificity and 98.1% (202/206) accuracy when compared to LLNA: BrdU-ELISA. Four

cases classified as sensitizers by LLNA: BrdU-ELISA were assessed as non-sensitizers in rLLNA variations because

their positive responses occurred only at low or medium doses. Our study suggests that rLLNA is highly specific in

identifying non-sensitizers. Due to the limitations in the sensitivity of rLLNA, it is necessary to establish guidelines

that include the integration of non-animal testing and prerequisites for utilizing rLLNA.

Key words Pesticides, reduced local lymph node assay (rLLNA), skin sensitization

ORIGINAL ARTICLES

*Corresponding author

E-mail: jiny0451@korea.kr

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.7585/kjps.2025.29.1.23&domain=https://kspsjournal.or.kr/&uri_scheme=http:&cm_version=v1.5


24 조유미·이하은·신지영·홍소혜·양시영·유아선·오진아·정미혜·박수진

서 론

농약은 농산물의 품질과 농업 생산성을 향상시키는데 유

용하지만 과도하거나 지속적인 노출 시 인체에 급성, 만성

중독을 유발할 수 있다(Aktar et al., 2009; Cooper and Dobson,

2007; Kim et al., 2017). 따라서 농약의 안전한 사용을 위해

서는 인체에 미치는 영향을 독성자료를 통해 사전에 검토하고

평가해야 한다(EPA, 2024; EU, 2013a; EU, 2013b; RDA,

2023). 특히 피부감작성시험은 제조 및 살포과정 등에서 농

약이 직간접적으로 피부에 노출되었을 때, 알레르기 반응 유발

가능성이 있는지를 평가하기 위한 필수적인 항목이다(Daniel

et al., 2018; Strickland et al., 2019).

초기의 피부감작성평가는 기니피그을 이용한 시험법(OECD

TG 406)이 활용되었으나(OECD, 2022) 상대적으로 많은 실

험동물이 사용됨에 따라 동물 복지 및 윤리 문제가 제기되었

으며 이에 대한 대안으로 동물실험을 최소화하는 시험법과

비동물 시험법이 개발되고 있다(Jang et al., 2014; Strickland

et al., 2022).

피부감작성을 평가하기 위한 비동물 시험법으로 Direct

Peptide Reactivity Assay(DPRA), KeratinoSens™, h-CLAT

등이 개발되었으며, 이러한 비동물 시험법의 조합을 기반으

로 피부감작성을 예측하는 정의된 접근법(Defined Approaches,

OECD TG 497)이 개발되었다(OECD, 2023; Strickland et al.,

2022). 하지만 이러한 비동물 시험법은 농약 원제의 감작성

평가에 활용될 순 있으나(RDA, 2023; Strickland et al., 2019),

농약 품목과 같은 복합 혼합물에 대한 검증 부족으로 농약

감작성평가를 위한 적용이 제한적이다(Settivari et al., 2015;

Strickland et al., 2022). 

현재 국내 농약 품목의 등록을 위한 피부감작성 평가는 대

부분 국소림프절시험(Local Lymph Node Assay, LLNA)

BrdU-ELISA법이 사용되고 있다. LLNA(BrdU-ELISA 또는

FCM, DA 포함)은 마우스의 귀 뒷면에 시험물질을 도포한

후, 이개 림프절에서의 림프구 증식 정도를 측정하여 감작성을

평가하는 시험법이다. LLNA(BrdU-ELISA 또는 FCM, DA

포함)은 기니피그를 이용한 시험보다 사용되는 동물수가 적

고 동물에게 가해지는 고통이 상대적으로 적은 방법인데, 이

를 더 간소화한 Reduced Local Lymph Node Assay(rLLNA,

OECD 429)이 국외에서 활용되고 있다(OECD, 2010; EPA,

2011). 기존 LLNA법은 저, 중, 고농도의 시험물질을 군당

4마리의 마우스에 처리하여 림프의 증식을 보는 시험으로 시

험군으로 12마리의 동물이 사용되나, rLLNA법은 고농도의

물질만 처리하여 시험군으로 4마리의 동물을 사용하여 3R 원

칙을 준수함으로써 시험에 필요한 동물 수를 기존의 LLNA에

비해 40% 이상 줄일 수 있는 방법이다(Anderson et al.,

2011; OECD, 2010).

본 연구에서는 LLNA법 중 국내에서 주로 활용되고 있는

BrdU-ELSIA법 및 DA법을 이용하여 기존 LLNA법과 rLLNA

법(BrdU-ELISA, DA)의 감작성 예측력을 비교함으로써 국

내 농약 독성평가에서 rLLNA BrdU-ELISA, DA법의 활용

가능성을 평가하였다. 이를 통해 농약 등록과정에서 동물 희

생을 줄이는 동시에 규제 요건을 충족할 수 있는지를 확인하

고자 하였다. 

재료 및 방법

실험동물 및 시험물질

동물실험은 국립농업과학원 동물실험윤리위원회 승인 후

(승인번호:NAS201803) 수행하였다. 실험동물로 마우스(CBA/

J, 암컷 8~10주령)는 한림실험동물연구소(화성, 경기)에서 구

입하여 온도 22 ± 3oC, 습도 55 ± 10%, 12시간 명암 조건에서

일주일간 적응시킨 후 사용하였다. 음수와 사료는 자유로이

공급하였다. 

기니피그를 이용한 피부감작성시험과 기존 LLNA BrdU-

ELISA법, rLLNA BrdU-ELISA법 및 DA법의 피부감작성 예

측력을 비교하기 위해 등록농약 보스칼리드·피라클로스트로

빈 액상수화제, 페림존·발리다마이신에이 액상수화제, 아미

설브롬·클로로탈로닐 액상수화제, 이프코나졸 종자처리액상

수화제, 펜트라자마이드·프레틸라클로르 유제, 디페노코나졸

·디티아논 입상수화제 및 네레이스톡신계 농약 원제인 카탑

하이드로클로라이드, 티오사이클람 하이드로젠 옥살레이트와

품목인 카탑 하이드로클로라이드 수용제, 티오사이클람 하이

드로젠 옥살레이트 수화제를 이용하여 시험을 수행하였다.

용해도에 따라 용매를 아세톤(Sigma, USA):올리브오일(Sigma,

USA) (4:1, v/v), Propylene glycol(Sigma, USA)을 사용하였

고, 양성대조군은 25% 유제놀(Sigma, USA)을 사용하였다.

LLNA BrdU-ELISA 및 rLLNA BrdU-ELISA 본시험

LLNA BrdU-ELISA시험은 농촌진흥청 고시「농약 및 원

제의 등록기준」의 인축독성 시험기준과 방법 중 피부감작성

시험 및 OECD 가이드라인(OECD, 2018) 시험법에 준하여

시험하였다. 

본 시험을 수행하기에 앞서 전신독성 및 피부자극성을 유

발하지 않는 본시험 투여 농도 설정을 위해 예비시험을 수행

하였다. 군당 마우스 CBA/J 암컷 1마리를 사용하여 양쪽 귀

에 시험물질 25 μL를 3일간 1회씩 도포하고, 도포 당일, 3일

차 및 6일차에 귀 두께를 측정하였다. 도포 당일 및 예비시험

종료일(6일차)에 체중을 측정하였다. 

예비시험에서 확인된 농도를 이용하여 고농도, 중간농도,

저농도 처리군을 설정하고 피부감작성 본시험을 수행하였다.

투여 1일, 2일, 3일차에 군당 4마리의 마우스 양측 귀 배측에

각각 시험물질 또는 양성대조물질, 용매 25 μL씩 도포하였다.

투여 5일차에 각 동물에 표지물질인 BrdU(10 mg/mL, Roche,
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Switzerland)을 0.5 mL(5 mg/animal) 복강투여 하였다. 투여

6일차에 마우스를 CO2로 안락사하고 이개림프절을 채취하여

인산완충용액(Phosphate-buffered saline, PBS)(Sigma, USA)

에 넣었다.

이개림프절을 cell strainer(#70 nylon mesh)(Corning, USA)와

일회용 막자(Thomas scientific, USA)와 PBS를 이용하여

15 mL의 단일세포로 만들었다. Cell proliferation ELISA,

BrdU colorimetric kit (Roche, Switzerland)를 이용하여 흡광

도 370, 492 nm에서 세포증식을 측정하고 평균감작지수(mean

stimulation index, SI)를 산출하였다.

rLLNA BrdU:ELISA 시험은 기존 LLNA BrdU:ELISA와

동일한 방법으로 수행하되, 시험물질을 고농도로만 도포하였

다. 평균 감작지수가 1.6 이상일 때 감작성 물질로 판정하였다.

rLLNA DA법 본시험

rLLNA DA시험은 농촌진흥청 고시「농약 및 원제의 등록

기준」의 인축독성 시험기준과 방법 중 피부감작성시험 및

OECD 가이드라인(OECD, 2010) 시험법에 준하여 시험하되,

시험물질 처리군은 고농도 시험군만 설정하였다.

시험물질 농도는 LLNA BrdU-ELISA법 예비시험에서 도

출된 정보를 이용하였다. 투여 1일차에 시험동물의 체중 및

귀두께를 측정하였다. 투여 1일, 2일, 3일, 7일차에 군당 4마

리의 마우스 양측 귀 배측에 1% SLS를 4-5회 도포하고, 1시간

후에 시험물질 또는 대조물질을 25 μL씩 처리하였다. 투여

8일차에 체중 측정 후 안락사하여 귀두께 측정 및 이개림프

절을 적출하여 PBS(Sigma, USA)에 넣었다. 적출한 이개림

프절은 슬라이드글라스로 으깨 1 mL의 PBS, cell scraper(SPL,

Korea)로 단일림프세포 현탁액을 제조하였다. 이후 균질화된

세포액 20 μL을 PBS 1.98 mL에 혼합하여 시료를 준비하고

luciferase를 이용한 ATP 측정 kit(CellTiter-Glo® 2.0 Assay;

Promega, USA)와 luminometer(Varioskan LUX, Thermo

scientific, USA)를 이용하여 ATP 양을 측정하였다.

평균 감작지수(SI)는 용매대조군 RLU(relative luminone-

scence units) 대비 시험물질의 RLU로 산출하고, 평균 자극지

수가 1.8 이상일 때 감작성으로 판정하였다.

기존 감작성 시험법과 rLLNA의 감작성 예측 비교

국내 농약 등록 신청 시 제출한 기니픽을 이용한 감작성

시험과 기존 LLNA BrdU:ELISA 시험, rLLNA BrdU:ELISA

시험 결과 비교하여 rLLNA BrdU:ELISA법의 예측정도를

평가하고자 하였다. 민감도, 특이도, 정확도를 산출하였다.

국내 농약 등록 신청 시 제출한 기니픽을 이용한 감작성

시험과 rLLNA DA 시험 결과, rLLNA BrdU:ELISA법 결과를

비교하였다. 예측정도를 평가하고자 민감도, 특이도, 정확도를

산출하였다.

등록 농약 제품의 피부감작성 시험 후향적 분석

rLLNA의 예측력에 대한 신뢰도 확보를 위해 등록신청 시

제출된 농약의 피부감작성시험 성적을 이용하여 후향적 분

석(retrospective analysis)을 수행하였다. 농약 등록 신청 시

제출한 LLNA BrdU:ELISA 시험법 결과와 최고 농도의 SI

SI
시험군의 평균 BrdU표지지수 

음성대조군의 평균 BrdU표지지수 
--------------------------------------------------------------------------------------------=

BrdU표지지수 
OD

370
OD

370blank
–

OD
492

OD
492blank

–
----------------------------------------------=

Table 1. Comparison of pesticide skin sensitization results using Guinea Pig based Test, LLNA BrdU-ELISA, and rLLNA BrdU-
ELISA (n=10)

Test articles
Guinea pig 

baseda)

LLNA BrdU-ELISAb) rLLNA BrdU-ELISAc)

Concentrations SId) Classification Concentrations SI Classification

Boscalid.Pyraclostrobin SC (13.6+8%) +e) (50%) 100, 50, 25 1.8, 1.8, 1.1 + 100 1.8 +

Ferimzone.Validamycin A SC (30+5%) −
f) (0%) 100, 50, 25 1.0, 0.7, 0.7 - 100 0.9 -

Amisulbrom.Chlorothalonil SC (6+35%) −  (15%) 25, 12.5, 6.25 2.5, 2.2, 1.5 + 25 2.3 +

Ipconazole FS (8%) + (70%) 100, 50, 25 1.9, 1.9, 1.5 + 100 2.1 +

Fentrazamide.Pretilachlor EC (1.5+12%) + (84%) 12.5, 6.25, 3.13 2.1, 2.1, 1.2 + 12.5 2.2 +

Difenoconazole.Dithianon WG (4+30%) + (35%) 3.13, 1.56, 0.78 1.9, 1.9 1.7 + 3.13 2.3 +

Cartap hydrochloride (≥95%) - 50, 25, 12.5 0.9, 1.0, 0.8 - 50 1.1 -

Cartap hydrochloride SP (50%) - 25, 12.5, 6.25 0.8, 0.8, 0.6 - 25 0.9 -

Thiocyclam hydrogen oxalate (≥95%) - 25, 12.5, 6.25 1.5, 1.3, 1.2 - 25 1.4 -

Thiocyclam hydrogen oxalate WP (25%) - 25, 12.5, 6.25 1.2, 1.0, 1.1 - 25 1.3 - 

a)Buehler test
b)LLNA BrdU-ELISA, Local Lymph Node Assay BrdU-ELISA
c)rLLNA BrdU-ELISA, Reduced Local Lymph Node Assay BrdU-ELISA
d)SI, Stimulation index
e)+, positive skin sensitizer
f)
−, negative skin sensitizer
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수치만 활용하는 rLLNA BrdU:ELISA 결과 예측치를 비교

하였다. 

결과 및 고찰

rLLNA BrdU:ELISA법을 이용한 감작성 시험 결과

등록 신청 시 제출된 기니픽 시험에서 아미설브롬.클로로

탈로닐 액상수화제는 비감작성이었으나 마우스 이용한 LLNA

BrdU-ELISA 시험 및 rLLNA BrdU-ELISA 시험에서는 감작

성으로 분류되었다(Table 1). 아미설브롬.클로로탈로닐 액상

수화제는 피부자극성 농약으로 Anderson et al.(2011)는 감작

성물질과 자극성물질은 모두 림프구를 유도할 수 있는데, 감

작성 물질은 항원-특이적인 림프구(antigen-specific lymphocyte)

를 증식시키는 반면 자극성물질은 비특이적인 반응으로, 실

험에 사용하는 림프구 측정인자 (예 3H, BrdU 등)가 이를 구

별할 수 없다고 보고하였다. 또한 LLNA에서 측정하는 림프구

활성화/증식은 감작에 의해서만 발생하는 것이 아니라 다양한

생화학적 기작에 의해 유도될 수 있어 LLNA 시, 기니픽 시험

대비 위양성 결과가 발생할 수 있다고 알려져 있다(Anderson

et al., 2011; Kreiling et al., 2008). 

또한 화학물질의 분류 및 표시사항에 따르면(NICS, 2025)

① 피부 과민성(구분 1), 피부 과민성(구분 1B)인 성분의 함

량이 1.0% 이상인 혼합물 ② 피부 과민성(구분 1A) 성분의

함량이 0.1%인 혼합물에 해당되면 해당 혼합물 자체에 대한

자료는 없어도 위의 근거를 통해 그 물질을 피부감작성(과민

성)물질로 분류한다. 아미설브롬.클로로탈로닐 액상수화제의

경우 피부감작성 구분1인 물질의 함량이 36%이상으로 화학

물질의 분류 및 표시사항에 따라 피부감작성 물질로 분류될

수 있는 물질이었다. 

또한 기니피그를 이용한 Buehler시험 결과에서 아미설브

롬·클로로탈로닐 액상수화제의 감작율이 15%이었는데, 개정

전의 농약관리법 인축독성 시험성적서 검토기준에 따르면

양성으로 판정되었으나 개정(2023)됨에 따라 음성으로 평가

되었다. 

이를 종합적으로 고려했을 때, 아미설브롬.클로로탈로닐

액상수화제는 약한 감작성을 가지고 세포내에서 복합적인

반응으로 인해 LLNA시험에서 양성 반응이 나온 것으로 사

료되었다.

LLNA BrdU-ELISA법과 rLLNA BrdU-ELISA법을 비교

한 결과, 감작성 분류 결과가 일치하여 rLLNA BrdU-ELISA

법 활용 가능성을 확인할 수 있었다(Table 2).

rLLNA DA법을 이용한 감작성 시험 결과

아미설브롬·클로로탈로닐 액상수화제는 rLLNA BrdU-

ELISA법에서 감작성으로 분류되었으나, 기니픽을 이용한 시

Table 2. Sensitization predictive ability of rLLNA BrdU-ELISA

rLLNA BrdU-ELISA

vs Guinea pig 
baseda)

vs LLNA 
BrdU-ELISA

Sensitivity %b) 100 (4/4) 100

Specificity %c) 83 (5/6) 100

Accuracy %d) 90 (9/10) 100 

a)Buehler test
b)Sensitivity(%)=[True Positive/(True Positive+False Negative)]*100,
c)Specificity(%)=[True Negative/(True Negative + False Positive)]*100
d)Accuracy(%)=[(True Positive+True Negative) /Tested Materials]*100

Table 3. Comparison of pesticide skin sensitization results using Guinea Pig Test, rLLNA BrdU-ELISA, and rLLNA DA (n=10)

Test articles
Guinea pig

 baseda) Concentrations
rLLNA BrdU:ELSIAb) rLLNA DAc)

SId) Classification SI Classification

Boscalid.Pyraclostrobin SC (13.6+8%) +e) (50%) 100 1.8 + 1.8 +

Ferimzone.Validamycin A SC (30+5%) −
f) (0%) 100 0.9 - 1.3 -

Amisulbrom.Chlorothalonil SC (6+35%) − (15%) 25 2.3 + 1.2 -

Ipconazole FS (8%) + ( 70%) 100 2.1 + 1.9 +

Fentrazamide.Pretilachlor EC (1.5+12%) + (84%) 12.5 2.2 + 2.4 +

Difenoconazole.Dithianon WG (4+30%) + (35%) 3.13 2.3 + 1.9 +

Cartap hydrochloride (≥95%) - 50 1.1 - 1.5 -

Cartap hydrochloride SP (50%) - 25 0.9 - 1.7 -

Thiocyclam hydrogen oxalate (≥95%) - 25 1.4 - 1.5 -

Thiocyclam hydrogen oxalate WP (25%) - 25 1.3 - 1.2 - 

a)Buehler test
b)rLLNA BrdU-ELISA, Reduced Local Lymph Node Assay BrdU-ELISA
c)rLLNA DA, Reduced Local Lymph Node Assay DA
d)SI, Stimulation index
e)+, positive skin sensitizer
f)
−, negative skin sensitizer
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험 및 rLLNA DA법에서 비감작성으로 분류되었다(Table 3). 즉

기니픽 시험과 rLLNA DA시험 결과가 일치하였다(Table 4).

등록 농약 제품의 피부감작성 시험 후향적 분석 결과

분석 결과, 비감작성 농약은 rLLNA BrdU:ELISA법을 활용

시 모두 비감작성으로 예측 가능하여 100%의 특이도를 보였

고, 민감도 90.9%, 정확도 98.1%를 보였다(Table 5, 6). 이

는 OECD 가이드라인 429와 미국 EPA에서 인정하고 있는

방사능동위원소를 사용한 rLLNA법 예측력과 유사하였다.

ICCVAM(2009) 보고서에 따르면 rLLNA법은 일반 LLNA

Table 4. Sensitization predictive ability of rLLNA DA

rLLNA DA

vs Guinea pig
baseda)

vs rLLNA 
BrdU-ELISA

Sensitivity %b) 100 80 (4/5)

Specificity %c) 100 100 (5/5)

Accuracy %d) 100 90 (9/10)

a)Buehler test
b)Sensitivity(%)=[True Positive/(True Positive+False Negative)]*100
c)Specificity(%)=[True Negative/(True Negative+False Positive)]*100
d)Accuracy(%)=[(True Positive+True Negative)/Tested Materials]*100

Table 5. Classification of agrichemical products based on the LLNA BrdU-ELISA and the rLLNA BrdU-ELISA by retrospective
analysis (n=206)

No Plant Protection Products

Stimulation Index (SI) according 
to test article concentrations

Prediction of skin sensitization 

Low Middle High 
multidose LLNA 

BrdU-ELISA
rLLNA 

BrdU-ELISA

1 Valifenalate SC 1.175 1.119 1.3 - -

2 Amisulbrom.Valifenalate SC 1.3 1.119 1.175 - -

3 Penthiopyrad.Trifloxystrobin SC 1.575 1.644 1.727 + +

4 Fludioxonil. Hexaconazol SC 1.108 1.133 1.276 - -

5 Fluxapyroxad FW 0.652 0.903 1.366 - -

6 Pyribencarb.Triflumizole SC 1.508 1.74 1.742 + +

7 Abamectin.Emamectin benzoate ME 1.163 1.089 1.587 - -

8 Boscalid WG 1.203 1.379 1.538 - -

9 Polyoxin B WP 2.023 2.286 2.777 + +

10 Fludioxonil SC 0.715 0.689 0.828 - -

11 Indoxacarb SC 0.928 1.153 1.109 - -

12 Fosthiazate GR 0.634 0.814 0.601 - -

13 Lufenuron WG 1.25 1.32 0.806 - -

14 Bentazone.Pyriminobacmethyl GR 0.9 1.1 0.9 - -

15 Benfuresate. MCPA.Pyriminobacmethyl GR 0.911 0.701 0.778 - -

16 Bromobutide.Fentrazamide.Pyrazosulfuron ethyl GR 1.382 1.786 2.034 + +

17 Pyrimisulfan.Tefuryltrione DT 0.8 0.8 0.7 - -

18 Bensulfuron methyl. Benzobicyclon. Fentrazamide GR 1.545 1.396 1.123 - -

19 Bromobutide.Pyrimisulfan SC 0.9 1.4 1.4 - -

20 Benzobicyclon.Fentrazamide.Imazosulfuron GR 1.282 1.751 1.967 + +

21 Benthiavalicarb isopropyl. Chlorothalonil SC 3.5 4.2 3.8 + +

22 Amisulbrom FG 0.939 0.763 1.019 - -

23 Azoxystrobin.Tebuconazole WG 0.693 0.988 0.914 - -

24 Oxytetracycline WG 0.789 0.803 0.837 - -

25 Ferimzone.Pencycuron SC 1.2 1.1 1 - -

26 Prochloraz manganese GR 0.941 1.274 1.238 - - 

27 Pyrachlostrobin.Fluazinam SC 2.783 2.876 3.555 + +

28 Pyribencarb.Tebuconazole SC 0.6 1 0.8 - -

29 Benfuracarb.Etofenprox GR 1.4 1.2 1.3 - -

30 Cyantraniliprole SE 1.8 1.9 2.6 + +

31  Abamectin.Acetamiprid WG 1 0.9 1 - -

32 Abamectin.Flometoquin SC 1.6 1.8 1.3 + -

33 Acetamiprid.Pymetrozine WG 1.1 1.3 1.2 - -

34 Zeta cypermethrin DP 1 1.2 1.1 - -

35 Amisulbrom.Dinotefuran WG 1.098 1.003 0.954 - -

36 Tiadinil.Chlorantraniliprole.Triflumezopyrim GR 1.22 1.465 1.113 - -

37 Bentazone sodium. MCPA. Triafamone GR 0.942 1.157 1.63 + +

38 Metalaxyl-M GR 1.1 1 1.3 - -

39 Ferimzone.Validamycin A SC 1.8 1.7 1.3 + -
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Table 5. Continued

No Plant Protection Products

Stimulation Index (SI) according 
to test article concentrations

Prediction of skin sensitization 

Low Middle High 
multidose LLNA 

BrdU-ELISA
rLLNA 

BrdU-ELISA

40 Pyrachlostrobin EC 1 1 1.1 - -

41 Bifenthrin DP 1.184 1.349 1.102 - -

42 Chlorfenapyr SC 0.651 0.647 0.834 - -

43 Fluquinconazole.Fluxapyroxad SC 1.172 1.277 1.485 - -

44 Hymexazole.Penthiopyrad DC 1.217 1.655 1.928 + +

45 Calcium polysulfide DP 1 1.3 1.1 - -

46 Abamectin.Sulfoxaflor DC 1.1 1.1 0.9 - -

47 Abamectin.Emamectin benzoate WP 1 1.3 0.9 - -

48 Fluxametamide EW 1.2 1.5 1.7 + +

49 ethylformate GA 0.995 0.654 0.703 - -

50 Glufosinate ammonium. Mecoprop-P SL 0.843 0.801 1.201 - -

51 Benzobicyclon.Oxadiazon SE 0.681 0.75 1.023 - -

52 Benzobicyclon.Florpyrauxifen benzyl.Penoxsulam SC 1.33 1.219 1.121 - -

53 Azoxystrobin SC 0.935 1.31 1.231 - -

54 Azoxystrobin.Difenoconazole SC 0.948 0.884 1.04 - -

55 Tebuconazole SC 1.156 1.041 1.005 - -

56 Fludioxonil SC 0.881 0.889 1.312 - -

57 Indoxacarb SC 0.913 1.132 1.793 + +

58 Chlorfenapyr SC 1.343 1.434 1.015 - -

59 Chlorfenapyr SC 1.243 1.248 1.423 - -

60 Pymetrozine WP 0.724 0.605 0.558 - -

61 Glufosinate ammonium.MCPA SL 0.87 0.724 0.763 - -

62 Azoxystrobin.Chlorothalonil SC 4.4 4.4 4.5 + +

63 Oxytetracycline.Validamycin A WP 1.1 0.9 0.9 - -

64 Fludioxonil.Isofetamid SC 1.202 1.42 1.217 - -

65 Fludioxonil.Penthiopyrad SC 1.116 1.365 1.628 + +

66 Pyribencarb FS 0.911 0.688 1.069 - -

67 Spirodiclofen SC 1.404 1.569 1.706 + +

68 Abamectin.Methidathion WP 0.9 1.1 0.8 - -

69 Tebuconazole.Dimethoate GR 0.818 1.44 1.796 + +

70 Tiadinil.Chlorantraniliprole.Triflumezopyrim GR 1.22 1.465 1.113 - -

71 Benzobicyclon.Florpyrauxifen benzyl.Penoxsulam SC 1.33 1.219 1.121 - -

72 Fenoxasulfone.Pyrimisulfan GG 2.059 2.941 5.405 + +

73 Thifluzamide SC 1.5 2.1 1.6 + +

74 Dimethomorph.Picarbutrazox SC 1.2 0.9 0.8 - -

75 Chlorothalonil.Tebuconazole SC 4.15 4.254 4.751 + +

76 Deltamethrin.Lamda cyclothrin WP 0.848 1.076 1.302 - -

77 Lamda cyclothrin DP 0.614 0.66 0.661 - -

78 Abamectin.Spinetoram SC 1 1.1 1.1 - -

79 Orysastrobin.Prochloraz manganese.Fipronil GR 0.978 1.05 1.044 - -

80 Fenoxasulfone.Pyrimisulfan SC 0.935 0.682 0.834 - -

81 Metazosulfuron.Tefuryltrione SC 0.974 1.127 0.564 - -

82 Benzobicyclon.Flucetosulfuron.Imazosulfuron DT 1 1.1 1 - -

83 Azimsulfuron.Oxaziclomefone.Tefuryltrione DT 0.918 0.951 1.139 - -

84 Pyrachonil.Tefuryltrione DT 0.627 0.752 0.972 - -

85 Gibberellic acid.Gibberellin A4+7-6 BA SP 1.119 1.13 1.128 - -

86 Pyrachlostrobin WG 2.845 2.868 2.303 + +

87 Propineb.Pyrachlostrobin WG 0.937 1.073 1.198 - -

88 Abamectin GR 1.2 1.3 1.2 - -

89 Abamectin.Spirodiclofen SC 0.661 0.532 0.618 - -

90 Carbendazim.Trifloxystrobin WG 1.5 1.7 1.8 + +

91 Carbosulfan.Tefluthrin GR 1.2 1.3 1.3 - -

92 Pyflubumide SC 1.2 1 1 - -

93 Isotianil.Penflufen.Fipronil GR 0.648 0.492 0.511 - -
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Table 5. Continued

No Plant Protection Products

Stimulation Index (SI) according 
to test article concentrations

Prediction of skin sensitization 

Low Middle High 
multidose LLNA 

BrdU-ELISA
rLLNA 

BrdU-ELISA

94 Flazasulfuron.MCPA WG 0.9 1.6 1.2 + -

95 Fentrazamide.Pyrimisulfan DT 1.1 1.2 1.1 - -

96 Bromobutide.Oxaziclomefone.Pyrazosulfuron ethyl GR 1.1 1.1 1 - -

97 Fenoxasulfone.Pyrimisulfan SC 0.935 0.682 0.834 - -

98 Validamycin A SC 0.892 1.041 0.862 - -

99 Benthiavalicarb isopropyl WG 1.1 1.1 1 - -

100 Fluquinconazole.Prochloraz manganese PA 0.844 0.794 0.717 - -

101 Acetamiprid.Lufenuron WG 0.884 0.683 0.758 - -

102 Acetamiprid.Emamectin benzoate WG 0.869 0.922 1.196 - -

103 Cadusafos.Terbufos GR 1.092 1.512 1.187 - -

104 Mecoprop-P.Metamifop ME 1 1.1 1.5 - -

105 Flazasulfuron.Imazaquin WG 1.1 1 1 - -

106 Dazomet GR 1.271 1.069 0.982 - -

107 Fludioxonil SC 0.819 0.82 0.913 - -

108 Metam sodium SL 1.817 2.045 2.427 + +

109 Bifenthrin GR 0.988 1.131 1.085 - -

110 Fosthiazate SL 0.643 0.644 0.696 - -

111 Azoxystrobin.Tetraconazole SE 1.753 2.318 2.467 + +

112 Dinotefuran.Etofenprox FG 1.274 1.11 1.201 - -

113 Dimethoate GR 0.747 1.483 1.913 + +

114 Cyflumetofen DC 2 2.8 3.2 + +

115 Hexaconazol.Tefluthrin GR 0.9 1.3 1.2 - -

116 Fosthiazate GR 0.655 0.568 0.967 - -

117 Mandestrobin SC 1 0.9 0.9 - -

118 Azoxystrobin.Tebuconazole SC 0.261 0.401 0.424 - -

119 Oxathiapiprolin SC 1.1 1.1 1.4 - -

120 Dichlorvos.Lamda cyclothrin DC 0.9 1.2 1.4 - -

121 Bifenthrin.Imidacloprid GR 1.213 1.089 1.077 - -

122 Cyflumetofen.Fenpyroximate SC 1.3 1.6 1.2 + -

123 Orysastrobin.Probenazole.Fipronil GR 1.914 2.057 2.068 + +

124 Tebuconazole.Terbufos GR 1.4 1.2 0.9 - -

125 Thifluzamide.Tiadinil.Fipronil GR 0.668 0.744 0.897 - -

126 Metazosulfuron.Tefuryltrione DT 0.849 0.936 0.876 - -

127 Bensulfuron methyl. MCPA. Mefenacet SC 0.517 0.692 1.017 - -

128 Bensulfuron methyl. Benzobicyclon. Fentrazamide UG 1 1.1 1.2 - -

129 Bensulfuron methyl. Bromobutide. Penoxsulam SC 0.9 1 0.9 - -

130 Benzobicyclon.Imazosulfuron.Penoxsulam DT 1 1.4 1.5 - -

131 Benfuresate.Bromobutide.Penoxsulam GR 1.376 1.278 1.134 - -

132 Azimsulfuron.Benzobicyclon.Oxaziclomefone UG 1.2 1.4 1.4 - -

133 Oxadiagyl.Oxadiazon EC 0.767 0.623 0.54 - -

134 Oxaziclomefone.Tefuryltrione SC 0.992 1.157 1.357 - -

135 Imazosulfuron.Mefenacet.Tefuryltrione SC 0.9 0.9 1.2 - -

136 Penoxsulam.Tefuryltrione DT 1.328 1.156 1.175 - -

137 Fentrazamide.Tefuryltrione SC 1 1.1 1.2 - -

138 Flazasulfuron.MCPA WG 1.259 0.989 1.276 - -

139 Fludioxonil WG 0.321 0.609 0.379 - -

140 Pyrachlostrobin WG 2.28 2.497 2.842 + +

141 Tiadinil.Fipronil GR 0.901 0.731 1.538 - -

142 Metalaxyl.Tebuconazole GR 1.103 1.05 1.132 - -

143 Oxolinic acid.Oxytetracycline WP 0.618 0.457 0.916 - -

144 Kresoxim methyl.Triflumizole SC 0.508 0.532 0.706 - -

145 Fluazinam.Propineb WP 1.356 1.143 0.91 - -

146 Pyrachlostrobin.Tebuconazole SC 1.263 1.328 1.247 - -

147 Diflubenzuron.Sulfoxaflor WG 0.986 0.962 0.922 - -
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Table 5. Continued

No Plant Protection Products

Stimulation Index (SI) according 
to test article concentrations

Prediction of skin sensitization 

Low Middle High 
multidose LLNA 

BrdU-ELISA
rLLNA 

BrdU-ELISA

148 Buprofezin.Pyrifluquinazon SC 2.7 2.8 2.3 + +

149 Bifenthrin.Phoxim GR 0.576 0.969 0.833 - -

150 Abamectin.Chlorfenapyr SC 1 1.2 1.2 - -

151 Emamectin benzoate. Flonicamid WG 1 1 1 - -

152 Chlorantraniliprole WT 1.225 1.232 1.371 - -

153 Flufenoxuron.Sulfoxaflor SC 0.731 0.917 0.629 - -

154 Orysastrobin,Tricyclazole.Fipronil GR 1 0.9 0.9 - -

155 Orysastrobin.Fipronil GR 1.1 1.183 1.473 - -

156 Sulfur.Buprofezin SC 3.4 4.5 6.3 + +

157 Benzobicyclon.Pyrimisulfan SC 1.1 0.9 1.1 - -

158 Kresoxim methyl WG 1.1 1.1 1.1 - -

159 Dinotefuran WG 0.515 0.553 0.519 - -

160 Acetamiprid SL 1.1 0.9 0.9 - -

161 Etridiazole.Thifluzamide EC 0.119 0.988 0.938 - -

162 Chlorothalonil.thiram WP 0.587 0.591 0.686 - -

163 Fluxapyroxad GR 1.2 1.2 1.4 - -

164 Hexaconazol.Tebufloquin SC 1.3 1.5 1.5 - -

165 Acetamiprid AL 1 1 1.1 - -

166 Chromafenozide.Etofenprox EC 2.6 2.8 2.8 + +

167 Glufosinate ammonium. MCPA SL 0.445 0.812 0.814 - -

168 Bifenox.Glyphosate isopropylammonium ME 1.018 1.461 1.574 - -

169 Fluazinam SC 3.5 3.5 3.6 + +

170 Chlorfenapyr SC 0.651 0.647 0.834 - -

171 Tricyclazole.Fipronil GR 1 0.9 0.9 - -

172 Glyphosate isopropylammonium. Mecoprop SL 0.9 1.1 1.4 - -

173 Oxaziclomefone.Tefuryltrione SC 1.1 1.1 1 - -

174 Azoxystrobin.Propiconazole SE 0.3 0.9 1.9 + +

175 Tricyclazole.Validamycin A SC 0.2 0.4 1.8 + +

176 Azoxystrobin.Difenoconazole WG 1.1 1.1 1.5 - -

177 Famoxadone DP 1 1.1 1 - -

178 Ferimzone.Kasugamycin SC 1.1 1.1 1 - -

179 Fludioxonil.Prochloraz SC 1.227 1.137 1.171 - -

180 Hexaconazol.Tebuconazole EC 1 1.1 1.2 - -

181 Bistrifluron.Emamectin benzoate WG 1 1 1.1 - -

182 Acetamiprid.Buprofezin SC 1.281 1.127 1.315 - -

183 Acetamiprid.Tebufenozide WP 1.5 2 2.5 + +

184 Fluazinam.Acetamiprid GR 1.4 1 0.9 - -

185 Metalaxyl.Imidacloprid GR 1.1 1.2 1.2 - -

186 Tebuconazole.Buprofezin WP 1.1 1.2 1.2 - -

187 Tiadinil.Benfuracarb.Chlorantraniliprole GR 1 1 1 - -

188 Metazosulfuron.Oxaziclomefone SC 1.1 1.5 1.5 - -

189 Benzobicyclon.Carfentrazone ethyl.Penoxsulam ZC 1.1 1.2 1.1 - -

190 Benfuresate.Carfentrazone ethyl, Penoxsulam GR 1.4 2.1 2.9 + +

191 Benfuresate.Pyrimisulfan GR 1 2.3 3 + +

192 Azimsulfuron.Benzobicyclon.Oxaziclomefone GR 0.3 0.3 0.6 - -

193 Azimsulfuron.Benzobicyclon.Fentrazamide UG 1 1.1 1.4 - -

194 Fentrazamide.Metazosulfuron DT 1.2 1.4 1.2 - -

195 Pencycuron GR 1.5 1.4 1.4 - -

196 Dinotefuran.Methoxyfenozide WG 0.9 1.2 1.3 - -

197 Dinotefuran.Spinetoram WG 0.555 0.955 0.761 - -

198 Abamectin.Sulfoxaflor SC 0.9 0.9 0.9 - -

199 Acetamiprid.Lufenuron SC 0.9 2 2.6 + +

200 Acetamiprid.Buprofezin SC 0.8 2.3 2.8 + +

201 Glufosinate ammonium. MCPA SL 1.3 2.2 2.5 + +
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과 비교 시 정확도 98.7%(465/471), 민감도　98.1%(312/318),

특이도 100% (153/153)을 보였다. 

본 분석결과에서 아바멕틴·플로메토퀸 액상수화제, 페림존·

발리다마이신에이 액상수화제, 플라자설퓨론·엠시피에이 입

상수화제, 사이플루메토펜·펜피록시메이트 액상수화제의 경우

기존 LLNA BrdU-ELISA법에서 감작성 양성 물질로 확인되

었으나 rLLNA법에서 음성 물질로 확인되어 최종 민감도는

90.9%이었다. 이 물질들은 최고 농도에서 양성이 나타난 것

이 아니라 중간 또는 최저 농도에서 양성 반응을 보인 농약이

었다. 일반적으로 농약은 희석이 증가할수록 피부흡수율이 증

가하는 경향이 있다고 알려져 있는데(EFSA, 2017), 본 4품목

에서도 흡수율이 증가함에 따라 자극성이나 감작성 물질이 세

포와 반응하여 고농도에서보다 낮은 농도에서 감작성 영향

이 나타났을 거라 사료되었다. 

rLLNA BrdU-ELISA에서 음성으로 예측된 4품목의 성분을

분석하면 아바멕틴·플로메토퀸 액상수화제, 플라자설퓨론·엠

시피에이 입상수화제, 사이플루메토펜·펜피록시메이트 액상

수화제의 경우 피부감작성물질(구분1)의 투입비율이 약 9~17%

이었다. 또한 페림존·발리다마이신에이 액상수화제는 피부감

작성물질 구분1A가 0.2% 함유되어 화학물질의 분류 및 표

시사항에 따르면(NICS, 2025) 모두 피부감작성 물질로 분류

되는 농약들이었다.

국외 연구결과에 따르면 방사능 동위원소를 이용한 rLLNA

시험은 위음성율 1.9~3.3%를 보였다(Ezendam et al., 2013;

ICCVAM, 2009). 이들 연구에서는 양성으로 예상되는 물질

이 rLLNA시험에서 음성으로 확인될 시, 이를 확인하기 위해

물질의 물리화학적 특성, 구조적 특징, 독성유전체학적 정보

등 다양한 데이터를 활용해야 한다고 보고하고 있다. 또한

OECD 가이드라인 429에서는 rLLNA법은 피부감작성 음성

을 예측하는데 활용될 수 있으며, 사용할 시에는 이에 대한

근거를 제시하도록 하고 있는데(OECD, 2010), 농약 품목의

피부감작성 성분 함량 정보가 그 근거로 활용될 수 있다고

사료되었다. 

결론적으로 rLLNA법은 동물 사용을 줄이면서도 높은 특

이도로 비감작성 물질을 평가할 수 있는 유용한 방법으로, 특

히 국내 농약 품목 감작성 평가는 감작성 유무만을 판단하고

강도(potency)를 평가하지 않으므로(RDA, 2023) rLLNA

(BrdU-ELISA 등)의 활용이 가능하리라 판단된다. 그러나 일

부 물질에 대해서는 민감도의 한계가 있을 수 있으므로, 이를

보완할 수 있는 물질에 대한 물리화학적 및 독성학적 이해,

또는 최종 피부감작성 음성임을 확인 할 수 있는 비시험법과

의 병행 등이 필요하다고 사료된다. 또한 농약 품목 등록을

위한 rLLNA법 활용을 위해서는 시험 가능성에 대한 사전

요건, 평가결과의 경계지점(border line) 해석, 위음성율에 대

한 보완방법 등에 대한 명확한 지침이 마련되어야 할 것이다.
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Table 5. Continued

No Plant Protection Products

Stimulation Index (SI) according 
to test article concentrations

Prediction of skin sensitization 

Low Middle High 
multidose LLNA 

BrdU-ELISA
rLLNA 

BrdU-ELISA

202 Bromobutide.Propyrisulfuron.Thiobencarb GR 1.124 1.298 1.038 - -

203 Tefuryltrione.Triafamone GR 0.867 0.849 0.783 - -

204 Azoxystrobin.Fludioxonil SC 1.053 1.027 1.414 - -

205 Bentazone sodium. Glufosinate ammonium SL 1.1 1.2 1.5 - -

206 Gibberellin A4+7 PA 1.36 1.959 3.839 + +

Table 6. Retrospective Evaluation of the rLLNA BrdU-ELISA's
Predictive Capacity for Skin Sensitization (n=206)

rLLNA BrdU-ELISA

vs LLNA BrdU-ELISA

Sensitivity %a) 90.9% (40/44)

Specificity %b) 100% (162/162)

Accuracy %c) 98.1% (202/206)

a)Sensitivity(%)=[True Positive/(True Positive+False Negative)]*100
b)Specificity(%)=[True Negative/(True Negative+False Positive)]*100
c)Accuracy(%)=[(True Positive+True Negative)/Tested Materials]*100
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농약의 피부감작성 평가를 위한 

Reduced Local Lymph Node Assay(rLLNA) 적용 연구

조유미1
·이하은2

·신지영1
·홍소혜1

·양시영1
·유아선3

·오진아4
·정미혜5

·박수진1*

1농촌진흥청 국립농업과학원 농산물안전성부 독성위해평가과,
2농촌진흥청 국립농업과학원 농산물안전성부 잔류화학평가과,

3농촌진흥청 국립축산과학원 가축질병방역과, 4농촌진흥청 연구정책과, 
5농촌진흥청 국립식량과학원 생산기술개발과

요 약 농약에 의해 알레르기가 나타날 수 있으므로 피부감작성시험은 농약 등록을 위한 필수 시험이다. 기니피그를

이용한 시험법이 많이 사용되었으나 동물의 수와 고통에 대한 윤리적 문제가 제기되어 in vitro, in chemico 등 동물

대체시험법이 개발되었다. 하지만 농약 품목에 적용하기 어렵다는 한계가 있어 동물의 수와 고통을 경감시킨 마우스를

이용한 LLNA법이 주로 활용되고 있다. 본 연구에서는 기존 LLNA법과 고농도로만 투여하는 rLLNA을 비교하여,

rLLNA를 농약 품목 평가에 활용 가능한지 확인하고자 하였다. 품목 10개를 선정하여 기니피그 시험법의 결과와

LLNA BrdU-ELISA, rLLNA BrdU-ELISA, rLLNA DA 결과를 비교하고 민감도(sensitivity), 특이도(specificity),

정확도(accuracy)를 산출하였다. 기니피그 시험법과 비교 시, rLLNA BrdU-ELISA는 민감도 100%(4/4), 특이도 83%(5/6),

정확도 90%(9/10)를 보였고, rLLNA DA법은 100%의 예측력을 보였다. 또한, 농약 등록평가에 활용된 LLNA

BrdU-ELISA 206건을 분석한 결과 rLLNA BrdU-ELISA는 민감도 90.9%(40/44), 특이도 100%(162/162), 정확도

98.1%(202/206)를 나타냈다. 4개 품목에서는 기존 LLNA BrdU-ELISA에서 양성이었는데 rLLNA법에서는 음성으로

평가되었다. 이는 양성반응이 중간 또는 저농도에서만 나타난 경우였다. 본 연구를 통해서 rLLNA는 높은 특이도로

감작성 음성을 판단하는데 유용하나 민감도의 한계가 있으므로 농약 평가에서의 적용 시 비시험법과의 병행,

rLLNA 활용시의 전제 요건 등 지침이 마련되어야 할 것이다.

색인어: 농약, rLLNA, 피부감작성
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