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Quality assurance in GMO analysis
A practical approach for estimation of measurement 

uncertainty and visualisation of quantitative real-time PCR data

GMO quantification and quality control
Quantification of genetically modified organisms (GMO) in food or feed samples is primarily done by relating the DNA copy number for a GMO-specific 
inserted gene (transgene) with the copy number of a species-specific reference gene. This ratio represents a copy-based percentage which is then 
converted into a weight-based percentage of GMO contents provided that the zygosity of the analysed plant material is known. The copy numbers for 
GMO and reference gene are determined by two separate quantitative real-time PCR assays with standard curves using TaqMan chemistry [1].
For calculation of relative GMO content we developed a MS Excel master (Fig. 1) that is semi-automatically combined with a set of control charts (Fig. 2) 
visualising essential reaction parameters for quality control purposes.
The approaches presented here have become valuable tools in order to monitor and maintain the quality standards at the Bavarian Health and Food 
Safety Authority (LGL), assured by accreditation according to DIN EN ISO /IEC 17025:2005.
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Fig. 1   Quantification of GMO content with real-time PCR
Screenshot of quantification results analysed with the developed MS Excel analysis 
spreadsheet. Light green cells are for data input, all other cells are protected from editing. The 
header contains basic information about real-time PCR analysis parameters, method, 
reference material, analyte, and operator. Based on the measured Ct values, two standard 
curves are generated, one for the transgene and the other for the reference gene, 
respectively. Essential reaction parameters beyond ENGL criteria [2] are automatically 
highlighted in red. Relative GMO content and recovery of positive controls are calculated, the 
latter automatically formatted according to the same warning limits used in the control charts 
(Fig. 2). Relative GMO content of samples is calculated with regard to the assumed zygosity 
of the plant material. Copy numbers beyond the range of the standard curves are automatically 
highlighted in red. Standard deviations are given for evaluation of measured result fluctuation.

Methode: Quantifizierung von RR-Soja mit Plasmiden (GTS 40-3- Transgen: RRS Lot-Nr.: 268 S Datum: 09.02.2011
QSA-Nr.: QSA-O-1056 Referenzgen: Lectin Verdünnungsdatum: 27.12.10 MM Signum: Mehmedovic
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Fig. 2   Visualisation of reaction parameters using control charts
Screenshots of the control charts developed with MS Excel spreadsheets. Reaction parameter data from quantitative real-time PCR analysis 
(Fig. 1) is semi-automatically prepared for insertion into the corresponding control charts. The charts visualise the parameter values from 
consecutive runs, allowing to spot changes like outliers or trends. Upper and lower warning and control limits are depicted as dashed black and 
red lines, respectively. Moving average of the parameters is depicted in orange. The measured GMO contents of positive controls with three 
different known GMO percentages give valuable hints about measurement quality in the low percentage range most critical for GMO analysis (2s 
warning, 3s control limits, based on data from a set of appr. 20 analytical runs). Coefficient of determination and efficiency data are extracted 
from standard curves and allow monitoring of assay performance (ENGL criteria [2]: R2>0.98, Effwarning>89.6;  empirically: Effcontrol>79.1). 
Visualisation of Ct values is of minor importance, as changes are mostly irrelevant for relative quantification results and due to mostly 
uncontrollable small effects (moving 2s limit). All data is available in box plot format as well (data not shown).
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Reaction Parameters 
for Control Charts

Measurement uncertainty
There are many comprehensive guides for estimation of measurement uncertainty (MU) available [e.g. 3, 4]. Unfortunately, many of these guidelines have 
a rather chemistry background and may not therefore be reliably applied to real-time PCR measurements.
Few publications exist that deal especially with MU in GMO analysis [e.g. 5, 6, 7] but unfortunately do not cover the situation in our laboratory adequately.
We therefore developed a practical approach based on available data from control samples, reference material, and samples (Fig. 3).

Fig. 3   Estimation of MU for 
quantitative  GMO analysis
Our approach on estimation of MU is 
based on routinely measured positive 
controls (average value of triplicates; 
0.1%, 0,5%, 1.0% w/w certified GMO 
fraction) and on GMO-positive 
samples (two isolates; average value 
of duplicates each).

Accuracy is calculated as standard 
deviation (SD) of measured positive 
controls (reference material). 

Recovery is calculated as SD of 
absolute difference between certified 
value µ and average measured values.

Reference Material has a certified u.

Inhomogenity is calculated according 
to [7] as absolute difference of both 
isolates divided by average value of 
sample, and divided by 1.128 (for 
n=2).

All four uncertainties (u) are combined 
according to the rules of error 
propagation. This combined 
uncertainty is multiplied by a factor 
k=2 (for 95% confidence interval) to 
give the expanded uncertainty U.

All uncertainties are estimated 
separately for 0.1%, 0.5%, and 1.0% 
GMO.

Sample Name x.1 x.2 Datum Standard-Art Klasse MW d r w (RSD für 0,1%) w (RSD für 0,5%) w (RSD für 1%)
S 318/1 1:4 0,10 0,14 18.12.2006 2% RRS 0,1% 0,12 0,04 31,1% 27,6%

S130/1 unverd. 0,12 0,11 14.06.2006 2% RRS 0,1% 0,11 0,01 10,4% 9,2%
S 12/1 0,12 0,14 24.01.2007 Plasmide 0,1% 0,13 0,02 14,1% 12,5%

S 134/1  1:5 0,13 0,12 29.10.2007 Plasmide 0,1% 0,13 0,00 3,7% 3,3%
S 165/1 RL 0,13 0,13 30.10.2007 Plasmide 0,1% 0,13 0,00 1,9% 1,7%

S 265/1, 1:2 0,13 0,20 13.11.2006 2% RRS 0,1% 0,17 0,07 40,3% 35,8%
S 61,1 1:5 0,13 0,20 28.03.2008 Plasmide 0,1% 0,17 0,07 41,2% 36,5%
S16/1 1:5 0,14 0,18 21.02.2008 Plasmide 0,1% 0,16 0,04 25,8% 22,9%

S 291/1 1:2 0,14 0,13 22.11.2006 2% RRS 0,1% 0,13 0,01 7,7% 6,9%
S237/1 1:10 0,14 0,17 05.09.2006 Plasmide 0,1% 0,15 0,03 16,8% 14,9%

S4/1 1:4 0,14 0,17 22.01.2007 Plasmide 0,1% 0,15 0,02 15,1% 13,3%
S126/1 1:5 0,15 0,12 20.09.2007 Plasmide 0,1% 0,13 0,02 17,9% 15,9%
S 307/1 RL 0,15 0,19 21.12.2006 2% RRS 0,1% 0,17 0,04 22,7% 20,1%

S7/1 1:3 0,15 0,20 22.01.2007 Plasmide 0,1% 0,17 0,05 27,5% 24,4%
S237/1 ge, 1:15 0,16 0,15 05.09.2006 Plasmide 0,1% 0,15 0,01 5,9% 5,2%

S5/11:7 0,16 0,18 22.01.2007 Plasmide 0,1% 0,17 0,01 8,4% 7,5%
S143/M52/RS139/1 1:5 0,17 0,17 25.06.2008 Plasmide 0,1% 0,17 0,01 3,6% 3,2%

S27/1 1:5 0,17 0,16 29.02.2008 Plasmide 0,1% 0,17 0,00 1,1% 1,0%
S27/1 1:5 0,17 0,16 29.02.2008 Plasmide 0,1% 0,16 0,01 4,7% 4,2%
S36/1 1:5 0,17 0,16 03.03.2008 Plasmide 0,1% 0,17 0,01 6,8% 6,0%
F5/1 1:10 0,18 0,41 29.03.2007 Plasmide 0,1% 0,30 0,23 78,7% 69,8%
S13/1 1:3 0,19 0,16 14.02.2007 Plasmide 0,1% 0,17 0,04 21,4% 19,0%

S120/1 1:5 0,19 0,26 20.09.2007 Plasmide 0,1% 0,23 0,07 30,0% 26,6%
S115/1 1:5 0,19 0,17 15.05.2008 Plasmide 0,1% 0,18 0,03 15,1% 13,4%
S104,1 1:5 0,20 0,22 14.05.2008 Plasmide 0,1% 0,21 0,02 10,3% 9,1%

S14/1 1:4 0,20 0,26 14.02.2007 Plasmide 0,1% 0,23 0,06 27,7% 24,6%
S92/1 RL 0,20 0,12 19.05.2008 Plasmide 0,1% 0,16 0,09 55,3% 49,0%
F9/1 1:5 0,21 0,21 22.02.2008 Plasmide 0,1% 0,21 0,00 0,5% 0,5%

S164/1 1:5 0,21 0,21 04.08.2008 Plasmide 0,1% 0,21 0,00 1,4% 1,2%
S112/1 1:5 0,22 0,30 15.05.2008 Plasmide 0,1% 0,26 0,08 30,3% 26,9%
S22/1 1:20 0,22 0,29 21.02.2007 Plasmide 0,1% 0,26 0,06 25,1% 22,3%

S18/1 1:5 0,23 0,15 14.02.2007 Plasmide 0,1% 0,19 0,07 38,7% 34,3%
F 15/3 1:5 Probe nochmals vermahlen, neu isoliert 0,23 0,23 17.07.2007 Plasmide 0,1% 0,23 0,00 0,9% 0,8%

F3/1 1:5 0,24 0,15 11.02.2008 Plasmide 0,1% 0,19 0,09 47,4% 42,0%
S257/1 1:5 0,24 0,23 04.10.2006 2% RRS 0,1% 0,24 0,01 6,3% 5,6%
S192/1 1:5 0,24 0,26 14.11.2007 Plasmide 0,1% 0,25 0,02 6,4% 5,7%
S 326/1 1:5 0,25 0,26 21.12.2006 2% RRS 0,1% 0,26 0,01 3,7% 3,3%
S129/1 1:5 0,26 0,16 26.09.2007 Plasmide 0,1% 0,21 0,11 50,7% 44,9%

F18/1 RL 0,27 0,26 18.03.2008 Plasmide 0,1% 0,27 0,01 2,1% 1,9%
F18/1 1:5 0,27 0,33 19.03.2008 Plasmide 0,1% 0,30 0,05 18,0% 16,0%

M11/S19/RS6/1 1:3 0,37 0,50 21.02.2007 Plasmide 0,5% 0,44 0,13 29,8% 26,4%
S 176/1 RL 0,42 0,26 31.10.2007 Plasmide 0,5% 0,34 0,16 47,0% 41,7%

F15/1 RL 0,45 0,54 22.02.2008 Plasmide 0,5% 0,49 0,09 17,8% 15,8%
S 314/1 RL 0,46 0,35 21.12.2006 2% RRS 0,5% 0,41 0,11 26,3% 23,3%

F23/1 RL 0,59 0,32 18.03.2008 Plasmide 0,5% 0,45 0,27 59,3% 52,6%
S 314/1 RL 0,60 0,41 18.12.2006 2% RRS 0,5% 0,51 0,19 37,6% 33,3%

F1/1 1:10 0,77 0,76 20.03.2007 Plasmide 0,5% 0,76 0,01 1,2% 1,1%
F 13/1 1:10 0,82 1,30 03.07.2007 Plasmide 0,5% 1,06 0,48 45,0% 39,9%

F 15/1 1:5 erste Isolation im Doppelansatz 0,87 1,32 17.07.2007 Plasmide 0,5% 1,09 0,46 41,6% 36,9%
F 16/1 1:5 0,89 1,39 03.07.2007 Plasmide 0,5% 1,14 0,50 43,5% 38,6%

F8/1 1,18 1,47 02.04.2007 Plasmide 1,0% 1,33 0,30 22,2% 19,7%
S 288/1 RL 1,35 1,12 22.11.2006 2% RRS 1,0% 1,24 0,22 18,1% 16,0%

S85/1 unverd, 1,62 1,71 14.06.2007 Plasmide 1,0% 1,67 0,08 5,0% 4,5%
F39/1 1:10 1,70 1,82 05.09.2006 Plasmide 1,0% 1,76 0,12 7,0% 6,2%

F39/1 ge, 1:20 1,98 1,79 05.09.2006 Plasmide 1,0% 1,89 0,18 9,8% 8,7%
F 53/1 1:3 2,81 2,99 21.12.2006 2% RRS 1,0% 2,90 0,19 6,5% 5,8%
F2/A' 1:5 49,15 54,90 21.02.2008 Plasmide 1,0% 52,02 5,75 11,1% 9,8%
F2/A 1:5 51,11 52,67 21.02.2008 Plasmide 1,0% 51,89 1,55 3,0% 2,7%
F2/C' 1:5 52,31 60,52 21.02.2008 Plasmide 1,0% 56,42 8,21 14,5% 12,9%

F16/1 1:10 55,70 46,65 21.02.2008 Plasmide 1,0% 51,17 9,04 17,7% 15,7%
F2/C 1:5 60,66 51,66 21.02.2008 Plasmide 1,0% 56,16 9,00 16,0% 14,2%

F3/1 1:10 65,32 73,30 20.03.2007 Plasmide 1,0% 69,31 7,98 11,5% 10,2%
17,2% 31,0% 10,5% relativ

für 0,1% für 0,5% für 1,0%

uInhomogenität = (|Differenz|/Mittelwert)/1,128

Mittelwerte aus Triplikaten
Datum 0,1%-RM 0,5%-RM 1,0%-RM

02.11.2007 0,09 0,35 0,80
02.11.2007 0,07 0,55 0,98

05.11.2007 0,03 0,52 1,03 uPräzision = StdAbw(MesswertwerteReferenzmaterial)
07.11.2007 0,09 0,44 0,78
08.11.2007 0,12 0,39 0,84 absolut relativ
22.11.2007 0,10 0,44 0,99 für 0,1% 0,046 45,9%
23.11.2007 0,11 0,59 1,09 für 0,5% 0,127 25,4%
18.12.2007 0,06 0,31 0,90 für 1,0% 0,145 14,5%
19.12.2007 0,10 0,32 0,92
20.12.2007 0,11 0,51 0,99
30.12.2007 0,07 0,28 0,85
17.01.2008 0,09 0,39 0,97
18.01.2008 0,09 0,36 0,80
04.02.2008 0,06 0,33 0,64
11.02.2008 0,10 0,47 1,01
21.02.2008 0,11 0,59 1,10
21.02.2008 0,19 0,54 0,97
22.02.2008 0,13 0,46 1,21
28.02.2008 0,09 0,39 0,93
28.02.2008 0,11 0,45 1,00
02.03.2008 0,10 0,53 0,88
18.03.2008 0,05 0,45 0,78
19.03.2008 0,08 0,40 0,76
20.03.2008 0,05 0,38 0,74
27.03.2008 0,08 0,42 0,95
29.03.2008 0,10 0,54 0,97
03.04.2008 0,10 0,41 1,03
08.04.2008 0,06 0,43 0,79
17.04.2008 0,07 0,55 1,21
18.04.2008 0,14 0,57 1,21
18.04.2008 0,14 0,57 1,03
28.04.2008 0,18 0,48 1,23
05.05.2008 0,28 1,06 1,18
14.05.2008 0,05 0,55 1,06
15.05.2008 0,16 0,51 1,06
16.05.2008 0,06 0,56 1,10
19.05.2008 0,09 0,47 0,98
27.05.2008 0,10 0,47 0,78
09.06.2008 0,05 0,33 0,81
25.06.2008 0,15 0,61 0,98
25.06.2008 0,07 0,39 0,77
01.07.2008 0,16 0,44 0,81
16.07.2008 0,10 0,34 0,93

Mittelwerte aus Triplikaten
Datum 0,1%-RM 0,5%-RM 1,0%-RM |0,1%-Wert| |0,5%-Wert| |1%-Wert|

02.11.2007 0,09 0,35 0,80 0,01 0,15 0,20
02.11.2007 0,07 0,55 0,98 0,03 0,05 0,02

05.11.2007 0,03 0,52 1,03 0,07 0,02 0,03 uWiederfindung = StdAbw(|µ-MesswertwerteReferenzmaterial|)
07.11.2007 0,09 0,44 0,78 0,01 0,06 0,22
08.11.2007 0,12 0,39 0,84 0,02 0,11 0,16 absolut relativ
22.11.2007 0,10 0,44 0,99 0,00 0,06 0,01 für 0,1% 0,033 32,8%
23.11.2007 0,11 0,59 1,09 0,01 0,09 0,09 für 0,5% 0,090 18,0%
18.12.2007 0,06 0,31 0,90 0,04 0,19 0,10 für 1,0% 0,092 9,2%
19.12.2007 0,10 0,32 0,92 0,00 0,18 0,08
20.12.2007 0,11 0,51 0,99 0,01 0,01 0,01
30.12.2007 0,07 0,28 0,85 0,03 0,22 0,15
17.01.2008 0,09 0,39 0,97 0,01 0,11 0,03
18.01.2008 0,09 0,36 0,80 0,01 0,14 0,20
04.02.2008 0,06 0,33 0,64 0,04 0,17 0,36
11.02.2008 0,10 0,47 1,01 0,00 0,03 0,01
21.02.2008 0,11 0,59 1,10 0,01 0,09 0,10
21.02.2008 0,19 0,54 0,97 0,09 0,04 0,03
22.02.2008 0,13 0,46 1,21 0,03 0,04 0,21
28.02.2008 0,09 0,39 0,93 0,01 0,11 0,07
28.02.2008 0,11 0,45 1,00 0,01 0,05 0,00
02.03.2008 0,10 0,53 0,88 0,00 0,03 0,12
18.03.2008 0,05 0,45 0,78 0,05 0,05 0,22
19.03.2008 0,08 0,40 0,76 0,02 0,10 0,24
20.03.2008 0,05 0,38 0,74 0,05 0,12 0,26
27.03.2008 0,08 0,42 0,95 0,02 0,08 0,05
29.03.2008 0,10 0,54 0,97 0,00 0,04 0,03
03.04.2008 0,10 0,41 1,03 0,00 0,09 0,03
08.04.2008 0,06 0,43 0,79 0,04 0,07 0,21
17.04.2008 0,07 0,55 1,21 0,03 0,05 0,21
18.04.2008 0,14 0,57 1,21 0,04 0,07 0,21
18.04.2008 0,14 0,57 1,03 0,04 0,07 0,03
28.04.2008 0,18 0,48 1,23 0,08 0,02 0,23
05.05.2008 0,28 1,06 1,18 0,18 0,56 0,18
14.05.2008 0,05 0,55 1,06 0,05 0,05 0,06
15.05.2008 0,16 0,51 1,06 0,06 0,01 0,06
16.05.2008 0,06 0,56 1,10 0,04 0,06 0,10
19.05.2008 0,09 0,47 0,98 0,01 0,03 0,02
27.05.2008 0,10 0,47 0,78 0,00 0,03 0,22
09.06.2008 0,05 0,33 0,81 0,05 0,17 0,19
25.06.2008 0,15 0,61 0,98 0,05 0,11 0,02
25.06.2008 0,07 0,39 0,77 0,03 0,11 0,23
01.07.2008 0,16 0,44 0,81 0,06 0,06 0,19
16.07.2008 0,10 0,34 0,93 0,00 0,16 0,07

Spezies GVO Best.-Nr. zertif. Wert /g/kg U /g/kg (k=2) u /g/kg GVO-Anteil u (0,1%) u (0,5%) u (1%)
Mais Bt11 BF412b 0,98 0,29 0,145 0,10% 15%
Mais 59122 BF424b 1 1,2 0,6 0,10% 60%
Mais B176 BF411b 1 0,29 0,145 0,10% 15%
Mais MIR604 BF423b 1 1 0,5 0,10% 50%
Mais MON 863 BF416b 1 1 0,5 0,10% 50%
Mais MON 863 x MON 810 BF417b 1 1 0,5 0,10% 50%
Mais NK603 BF415b 1 0,4 0,2 0,10% 20%
Mais TC1507 BF418b 1 0,6 0,3 0,10% 30%
Soja 35043 BF425b 1 0,4 0,2 0,10% 20%
Soja 40-3-2 BF410b 1 0,5 0,25 0,10% 25%
Mais Bt11 BF412c 4,9 0,6 0,3 0,49% 6%
Mais GA21 BF414c 4,9 1 0,5 0,49% 10%
Mais NK603 BF415c 4,9 0,5 0,25 0,49% 5%
Mais B176 BF411c 5 0,6 0,3 0,50% 6%
Mais MON 810 BF413c 5 0,4 0,2 0,50% 4%
Soja 305423 BF426b 5 0,8 0,4 0,50% 8%
Mais 3272 BF420b 9,8 1,2 0,6 0,98% 6%
Mais Bt11 BF412d 9,8 0,9 0,45 0,98% 5%
Mais MIR604 BF423c 9,8 1,3 0,65 0,98% 7%
Mais MON 863 BF416c 9,8 1,2 0,6 0,98% 6%
Mais MON 863 x MON 810 BF417c 9,8 1,2 0,6 0,98% 6%
Mais NK603 BF415d 9,8 0,7 0,35 0,98% 4%
Mais 59122 BF424c 9,9 1,4 0,7 0,99% 7%
Mais TC1507 BF418c 9,9 0,8 0,4 0,99% 4%
Mais B176 BF411d 10 0,8 0,4 1,00% 4%
Mais MON 810 BF413d 10 0,5 0,25 1,00% 3%
Soja 305423 BF426c 10 1 0,5 1,00% 5%
Soja 35043 BF425c 10 1,1 0,55 1,00% 6%
Soja 40-3-2 BF410d 10 1,6 0,8 1,00% 8%

60% 10% 8% relativ
für 0,1% für 0,5% für 1,0%

uReferenzmaterial = Max(UReferenzmaterial/k)

für 0,1% für 0,5% für 1%
uPräzision 45,9% 25,4% 14,5%

uWiederfindung 32,8% 18,0% 9,2%

uReferenzmaterial 60,0% 10,0% 8,0%

uInhomogenität 17,2% 31,0% 10,5%

ukombiniert 84,1% 45,1% 21,7%

für k = 2 gilt:     Ukombiniert 168% 90% 43%
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